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POVZETEK 
 
Imunoproteasom je proteazni kompleks, ki je v človeškem telesu zelo pomemben. Nahaja se 
pretežno v celicah imunskega sistema, kjer ima vlogo pri predstavitvi antigenov, sintezi in 
izločanju citokinov ter diferenciaciji in proliferaciji celic T. V nefizioloških stresnih 
razmerah pa je njegovo nastajanje inducirano tudi v preostalih celicah v telesu. Preveliko 
izražanje imunoproteasoma lahko vodi v razvoj oziroma pospešuje napredovanje nekaterih 
bolezni, kot so rakava obolenja, avtoimunske in nevrodegenerativne bolezni. Njegovo 
zaviranje je s terapevtskega vidika zelo pomembno in v zadnjih letih tudi precej aktualno. 
Medtem ko so v začetku stoletja raziskovalci delali v smeri odkrivanja oziroma sinteze 
neselektivnih zaviralcev proteasoma, se v zadnjih letih raziskave usmerjajo predvsem v 
sintezo selektivnih zaviralcev katalitično dejavnih enot imunoproteasoma. Z večjo 
selektivnostjo se namreč izognemo številnim neželenim učinkom, ki so se kazali kot 
posledica neselektivnosti prvotnih spojin. Zaradi nekaterih strukturnih sprememb v 
aktivnem mestu imunoproteasoma lahko s spremembo velikosti substituentov, ki se v ta 
mesta vežejo, dosežemo selektivnost. 
V sklopu našega magistrskega dela smo pripravili heteroarilamidne derivate selektivnih 
zaviralcev kimotripsinu podobne katalitsko aktivne podenote imunoproteasoma. Izhajali 
smo iz predhodno pripravljenih spojin, ki so imele na piperidinski skelet preko metilenske 
oziroma karbonilne skupine vezan bifenilni oziroma p-morfolinobenzenski fragment. Z 
zamenjavo tega dela molekule z različnimi heteroaromati smo želeli izboljšati jakost in 
selektivnost delovanja naših spojin, hkrati pa je bil naš namen tudi izboljšanje njihove 
vodotopnosti. Načrtovali smo sintezo dveh kemijsko sorodnih skupin molekul, in sicer 
piperidin(metil)akrilamidne in akriloilpiperidinske derivate. Z uporabo štiristopenjske 
kemijske sinteze, ki je vključevala reakcije tvorbe amidne vezi in acidolizo, smo sintetizirali 
enajst končnih spojin, ki sta jim skupna piperidinski del in elektrofilna skupina, razlikujejo 
pa se v aromatskem delu molekule. Vseh enajst spojin je bilo na Fakulteti za farmacijo 
biokemijsko testiranih kot morebitni zaviralci katalitično aktivne β5i-podenote 
imunoproteasoma. Žal nobena od spojin ni zavirala delovanja imunoproteasoma, tako da 
nam jakosti in selektivnosti ni uspelo izboljšati. Smo pa izboljšali topnost spojin v vodi, kar 
je močno olajšalo izvedbo testiranj.     
Ključne besede: proteasom, imunoproteasom, zaviranje imunoproteasoma, heteroarilni 
derivati 
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ABSTRACT 
 
Immunoproteasome is protease complex, which is very important in human body. It can be 
found mostly in cells of immune system, where its role is antigen presentation, synthesis and 
secretion of cytokines, and differentiation and proliferation of lymphocytes T. In non-
physiological stress conditions its synthesis is induced in other cells too. When expression 
of immunoproteasome is too high, it leads to many diseases, such as inflammatory diseases, 
different types of cancers, autoimmune diseases, and neurodegenerative diseases. Inhibition 
of immunoproteasome is very important therapeutically. In the beginning of the century 
scientists were discovering mostly non-selective proteasome inhibitors, but in recent years 
researchers aim towards exploring and finding inhibitors, that work specifically on 
immunoproteasome. More selective drugs show less side effects, which are the consequence 
of non-selective inhibition. Active site of immunorpteasome is structural little different than 
constitutive proteasome. With change of substituents that bind into these sites we can 
provide selectivity to immunoproteasome. 
In our research we prepared heteroarylamide derivatives of selective inhibitors of 
chymotrypsine-like catalytic subunit of immunoproteasome. We devised new molecules 
from previously prepared compounds, that contained piperidine ring and biphenyl or p-
morpholine fragment, connected through methylene or carbonyl group. With replacement of 
biphenyl or p-morpholine ring with different heteroaryl moieties we tried to enhance potency 
and selectivity of our compounds and at the same time our intention was to improve their 
water solubility. We were planning to synthesize two chemically similar groups of 
compounds, piperidine(methyl)acrylamide derivatives and acryloylpiperidine derivatives. 
Through 4-stage synthesis that included reactions of formation amide bond and reactions of 
acidolysis, we managed to synthesize eleven final compounds. These compounds are similar 
in piperidine part and electrophilic group, but differ in aromatic part of molecule. All eleven 
compounds were biochemically tested in Faculty of Pharmacy as inhibitors of catalytically 
active β5i-unit of immunoproteasome. Unfortunately, none of the synthesized compounds 
showed inhibition of immunoproteasome, which means that we were unsuccessful in 
improving potency and selectivity. Otherwise, we improved water solubility of compounds, 
which helped us to carry out the testing. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
ATP   Adenozin trifosfat 
cP   Konstitutivni proteasom 
CP   Osrednja enota proteasoma/imunoproteasoma (ang. core particle) 
CTL   Citotoksični limfocit T 
DIPEA  Diizopropiletilamin 
DNA   Deoksiribonukleinska kislina 
E1   Ubikvitin aktivirajoči encim 
E2   Ubikvitin konjugirajoči encim 
E3   Ubikvitin-proteinska ligaza 
HR-MS  Masna spektrometrija visoke ločljivosti 
IC50   Polovična maksimalna inhibitorna koncentracija 
IL   Interlevkin 
iP   Imunoproteasom 
IR   Infrardeča spektroskopija 
IκB   Zaviralni protein NF-κB 
INF-α   Interferon alfa 
INF-γ   Interferon gama 
LMP2/7   Nizkomolekularni peptid 2/7 (ang. low molecular peptide 2/7) 
MECL-1 Multikatalizni endopeptidazni kompleks podenota 1 (ang. 
multicatalytic endopeptidase complex subunit 1) 
MHC I   Poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda 1 
MM   Multipli mielom 
MS   Masna spektrometrija 
NF-κB   Jedrni dejavnik κB 
NMR   Jedrska magnetna resonanca 
RA   Rezidualna aktivnost 
Ra   Revmatoidni artritis 
RP   Reagulatorna enota (ang. regulatory particle) 
TAP Prenašalec povezan z antigensko predelavo (ang. transporter 
associated with antigen processing) 
TLC   Tankoplastna kromatografija 
TNF-α   Dejavnik tumorske nekroze alfa 
Ub   Ubikvitin 
UPS   Ubikvitin-proteasomski sistem 
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1 UVOD 
1.1 UBIKVITIN-PROTEASOMSKI SISTEM 
Za ohranjanje homeostaze v organizmu je pomembno, da se celice ves čas obnavljajo. V 
evkariontskih celicah k temu prispeva tudi ubikvitin-proteasomski sistem (UPS). To je 
največji ne-lizosomski sistem za razgradnjo znotrajceličnih proteinov, ki je odgovoren za 
razgradnjo več kot 80 % le-teh. S spletom encimsko vodenih, specifičnih in kompleksnih 
reakcij sproži uničenje oz. razgradnjo proteinov, ki so poškodovani oz. v celici niso več 
potrebni. Poleg tega pa ima vlogo tudi v različnih drugih celičnih procesih, kot so regulacija 
celičnega cikla, diferenciacija, apoptoza, modulacija imunskih in vnetnih odgovorov (1, 2). 
1.1.1  Ubikvitinacija 
Ubikvitin je 76 aminokislin vsebujoč polipeptid, ki se kovalentno veže na tarčne proteine. 
Zaporedje reakcij, ki zagotovijo vezavo ubikvitina na protein se imenuje ubikvitinacija. Pri 
tem nastane amidna vez med karboksilno skupino glicina na ubikvitinu in Ɛ-aminsko 
skupino  na lizinskem ostanku tarčnega proteina.  Pri procesu ubikvitinacije sodelujejo 3 
encimi: E1 - ubikvitin aktivirajoči encim, E2 - ubikvitin konjugirajoči encim in E3 - 
ubikvitin-proteinska ligaza. Proces se začne, ko od ATP odvisen E1 aktivira ubikvitin. Sledi 
vezava ubikvitina na E2, ki prenese ubikvitin do encima E3. Obstaja na stotine različnih in 
specifičnih E3 ligaz, ki prepoznajo proteinski substrat, odvisno od tega, katera E3 ligaza je 
prisotna in prav to je razlog za visoko specifičnost in selektivnost UPS. E3 ligaza ima ključni 
pomen v celotnem procesu, saj katalizira vezavo Ub na specifični protein. V tej stopnji se na 
protein veže ena molekula Ub, 
postopoma se jih pripne več, 
tako da nastane poliubikvitinska 
veriga. Tak poliubikvitiniran 
protein je prepoznan kot tarča za 
proteolitično razgradnjo v 
proteasomu (slika 1) (2, 3). 
 
 Slika 1: Tri-stopenjski proces ubikvitinacije. Prirejeno po (2). 
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1.2 PROTEASOM 
Proteasom je v jedru ali v citoplazmi celic. Kot centralni del UPS razgrajuje proteine, ki so 
nepotrebni, poškodovani ali napačno zviti. Prav tako razgrajuje proteine, ki uravnavajo 
celični cikel, transkripcijo, popravilo DNA, apoptozo in druge za celico pomembne procese. 
Je eden najpomembnejših regulatornih mehanizmov v evkariontski celici (4). 
1.2.1 Zgradba proteasoma 
Proteasom je 2,5 MDa velik kompleks, sestavljen iz dveh enot: katalitične 20S osrednje 
enote (imenovana CP)  in ene do dveh regulatornih 19S enot (imenovane RP). Skupaj tvorijo 
RP1CP ali RP2CP kompleks. CP ima obliko votlega soda in je sestavljen iz štirih 7-členskih 
obročev – zunanjih identičnih α-obročev, ki obdajata notranja identična β-obroča (α7β7β7α7) 
(slika 2) (4). β-obroča predstavljata mesto, kjer poteka dejanska razgradnja proteinov, α-
obroča pa sta nekakšen vhod v β-prostor in delujeta tesno povezano z 19S enoto. V β-obroču 
so od sedmih podenot katalitično pomembne le tri: β1, β2 in β5-podenote. Poimenovane so 
tudi po encimih, ki imajo podobno proteolitično aktivnost. β1 ima kaspazi podobno aktivnost 
in cepi peptidne vezi kislinskih ostankov, β2 nosi tripsinu podobno aktivnost in cepi peptidne 
vezi bazičnih ostankov, β5 pa ima kimotripsinu podobno aktivnost ter cepi peptidne vezi s 
hidrofobnim ostankom. Ker sta v proteasomu dve β-verigi, je tako na razpolago 6 katalitično 
aktivnih mest, ki protein cepijo do ustrezne velikosti, da lahko nato difundira v zunanjost 
proteasoma (1).  
Vendar pa bi sama 20S enota imela minimalno aktivnost, saj ni sposobna prepoznati ciljnih 
proteinov za razgradnjo. Pri prepoznavanju je pomembna predvsem 19S (PA700) enota, ki 
je sestavljena iz osnove in pokrova. Ta regulatorna enota prepozna poliubikvitinirane 
proteine, jih ujame, odstrani poliubikvitinsko verigo in jih tudi razvije. Proces je od ATP 
odvisen. Tako tarčne proteine pripravi za vstop v katalitično enoto proteasoma. 19S enota 
tudi aktivira α-obroč, da se le-ta razpre in spusti tarčni protein v notranjost. Odstranjene 
molekule ubikvitina pa se reciklirajo in lahko ponovno uporabijo za naslednji substrat (1). 
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Slika 2: Zgradba proteasoma 
1.3 IMUNOPROTEASOM 
Za razliko od konstitutivnega proteasoma (cP) se imunoproteasom (iP) ne nahaja v vseh 
celicah, ampak le v celicah imunskega sistema (makrofagi, limfociti, monociti). Če pa je 
celica izpostavljena stresnim dejavnikom, se lahko nastanek imunoproteasoma inducira tudi 
v celicah, ki niso del imunskega sistema (slika 3). Med take stresne razmere štejemo 
oksidativni stres, pojav vnetnih dejavnikov, citokinov, posebno interferona gama (IFN-γ), 
dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-α) in tudi različne infekcije (5, 6).  
Osnovna zgradba imunoproteasoma je enaka konstitutivnemu proteasomu, torej iz 
katalitične osrednje 20S enote in nekatalitične regulatorne enote. Opazimo pa dve večji 
strukturni razliki. Prva razlika med cP in iP je v β-enotah. Vse tri katalitično aktivne β-enote 
se zamenjajo z ustreznimi analogi, da nastanejo β1i (LMP2), β2i (MECL-1) in β5i (LMP7) 
(5). Medtem ko MECL-1 in LMP7 obdržita enako aktivnost kot β2 in β5, pa LMP2 kaže 
kimotripsinu podobno aktivnost in cepi peptidne vezi za hidrofobnim ostankom. Razlog za 
takšno spremembo leži v dejstvu, da tako nastajajo peptidi, ki se bolje prilegajo na poglavitni 
kompleks tkivne skladnosti razreda 1 (MHC I) (6, 7). 
Drugo strukturno razliko med cP in iP pa najdemo v regulatorni enoti. Namesto 19S se v iP 
vgradi krajša in lažja 11S (PA28) regulatorna enota. Kljub spremenjeni strukturi vloga 
regulatorne enote ostaja enaka. Obstaja pa tudi veliko t.i. hibridnih imunoproteasomov, ki 
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nimajo zgolj 11S enote, lahko imajo tudi obe, 11S in 19S. Včasih ima iP tudi samo dve 19S 
enoti. Prav tako obstajajo hibridi na mestu katalitične enote, saj so včasih vključene le ena 
ali dve od katalitičnih β1i, β2i in β5i-enot. Raziskovalci ocenjujejo, da je v povprečju 30-50  
% vseh proteasomov v celicah hibridov med iP in cP (5). Vsak hibridni proteasom ima 
unikatno sestavo, s tem postanejo tkivno specifični in proizvajajo specifične skupine 
peptidov, ki so potrebni glede na to, kakšni stresni dejavniki se tam pojavljajo (8). 
 
Slika 3: Nastanek imunoproteasoma iz konstitutivnega proteasoma pod vplivom INF-γ. Prirejeno po (7). 
Med cP in iP pa obstaja še ena pomembna nestrukturna razlika. Nastanek iP je kar štirikrat 
hitrejši kot nastanek cP. S tem celica poskrbi, da je ob vnetju zelo hitro na voljo veliko 
peptidov, ki lahko prispevajo k imunski obrambi organizma (6, 8). Prav tako ima iP precej 
krajšo življenjsko dobo kot cP, in sicer kar petkrat. S tem pa je poskrbljeno, da se hitro po 
odstranitvi stresorja delovanje imunoproteasoma zaključi in se njegova koncentracija povrne 
na bazalno raven (5). 
1.3.1 Vloga imunoproteasoma  
Imunoproteasom ima v celici veliko nalog, tako imunskih kot neimunskih. Najpomembnejše 
funkcije so povezane predvsem s predstavitvijo antigena, nastajanjem citokinov, 
vzdrževanjem homeostaze proteinov, diferenciacijo in proliferacijo celic ter apoptozo in 
celično rastjo (5).     
Poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda 1 (MHC I) predstavlja antigene citotoksičnim 
limfocitom T (CTL), ki se aktivirajo in sprožijo njihovo uničenje. Uničenje antigenov je 
možno le, če pride do interakcije med MHC I in T-celičnim receptorjem. UPS je glavni 
proteazni kompleks v celici, ki proizvede večino peptidnih antigenov in je zato nujno 
potreben, da ta splet reakcij sploh lahko poteka. V katalitičnih enotah imunoproteasoma 
nastajajo kratki peptidi z ustreznim C-terminalnim delom. Ko izstopijo iz imunoproteasoma, 
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jih aminopeptidaze lahko še dodatno cepijo na manjše enote oz. aminokisline. Nerazgrajeni 
peptidi, ki pa vsebujejo antigen, se s pomočjo TAP proteinov (ang. transporter associated 
with antigen processing) prenesejo do endoplazemskega retikuluma (ER), kjer se vežejo na 
MHC I molekule (6, 7). Le peptidi z visoko afiniteto lahko povzročijo, da s pomočjo 
Golgijevega aparata sledi transport na celično površino. Tam sledi vezava na ustrezen 
receptor limfocitov T in njihova aktivacija (slika 4) (9). 
 
Slika 4: Proces predstavitve antigena citotoksičnemu limfocitu T preko MHC I.  Prirejeno po (9). 
Imunoproteasom ima tudi antioksidativne lastnosti in preprečuje škodljive učinke 
oksidativnega stresa. Če je v celici preveč poškodovanih in neuporabnih proteinov, se ti 
akumulirajo in presežejo kapacitete konstitutivnega proteasoma. To lahko vodi do nastanka 
škodljivih, citotoksičnih in za celico nevarnih proteinskih agregatov, ki vodijo v apoptozo. 
Imunoproteasom zaradi hitrega nastanka in zmožnosti proteolize igra pomembno vlogo pri 
odstranjevanju oksidiranih proteinov (7, 10). 
Imunoproteasom je v imunskem sistemu pomemben tudi z drugih vidikov. Delovanje iP pri 
vnetjih je povezano s povečanim nastajanjem vnetnih citokinov. Številne študije so pokazale, 
da se ob pomanjkanju katere od β-katalitičnih enot imunoproteasoma, nastajanje vnetnih 
citokinov bistveno zmanjša. Primer so miši, okužene z virusom influence, ki imajo 
pomanjkanje β1i/LMP2. Le-te so imele vidno manjše vrednosti INF-α, TNF-α, ter nekaterih 
interlevkinov. Podobne dokaze najdemo tudi za pomanjkanje β5i/LMP7 na živalskih modelih 
z avtoimunskimi boleznimi, kot je revmatoidni artritis. Ob pomanjkanju β5i oz. zaviranju s 
PR-957 (kasneje preimenovan v ONX-0914) zaviralcem, je bilo zmanjšano nastajanje 
vnetnih citokinov in uspešno zavrt vnetni proces in razvoj bolezni (7). 
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1.4 IMUNOPROTEASOM IN BOLEZENSKA STANJA 
Raziskovalci so ugotovili, da je imunoproteasom vključen v nastanek in razvoj številnih 
bolezni. To so bolezni, ki so dandanes v naraščanju, kot na primer različni tipi rakavih 
obolenj, vnetne bolezni, avtoimunske bolezni ter progresivne nevrodegenerativne bolezni. 
Številne raziskave so dokazale, da se pri takšnih bolnikih imunoproteasom izraža v večji 
meri kot pri zdravih osebah (5). 
1.4.1 Rakava obolenja 
Povezava med UPS in nastankom raka še ni popolnoma poznana, saj raziskovalci vedno 
znova odkrivajo nova dejstva, vendar so se selektivni in neselektivni zaviralci cP in iP 
pokazali za uspešno terapijo pri zdravljenju nekaterih rakavih obolenj (7). Rakave celice 
imajo večjo aktivnost konstitutivnega proteasoma, medtem ko je aktivnost imunoproteasoma 
lahko povišana ali pa znižana. Večjo aktivnost iP opazimo pri raku prostate, multiplem 
mielomu (MM) in pljučnem raku. Manjšo aktivnost iP pa opazimo pri kožnem raku, raku 
požiralnika, glave, vratu, raku na ledvicah in v debelem črevesu. Predvsem pri MM in raku 
prostate so kazali selektivni zaviralci iP boljšo protitumorno aktivnost kot neselektivni 
zaviralci (5, 11). Problem neselektivnih zaviralcev so neželeni učinki zaradi inhibicije tako  
iP kot cP. Kažejo se predvsem kot gastrointestinalne težave, periferne nevropatije in tudi 
razvoj rezistence (12). V številnih študijah so dokazali, da je proteasom precej bolj izražen 
v rakavih celicah, kot v navadnih zdravih celicah. Iz tega lahko sklepamo, da so obolele 
celice precej bolj občutljive na zdravljenje z zaviralci kot zdrave celice (13). 
1.4.2 Vnetne in avtoimunske bolezni 
Številne študije so pokazale povečano izražanje imunoproteasoma tudi pri različnih vnetnih 
in avtoimunskih boleznih, kot so kronična vnetna črevesna bolezen (ulcerozni kolitis, 
Crohnova bolezen), hepatitis, revmatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus, diabetes 
tipa 1, multipla skleroza in druge (14).   
Revmatoidni artritis (Ra) se kaže z vnetjem sklepov in bolečinami. V sklepih teh bolnikov 
so stalno prisotni vnetni citokini, TNF-α in IL-6. Raziskovalci so preboj naredili z odkritjem 
zaviralca PR-957 (kasneje preimenovan v ONX-0914), ki zavira β5i-katalitično enoto. 
Nastajanje IL-6 in TNF-α se je zmanjšalo za približno polovico. Posledično se zmanjša 
kronično vnetje, simptomi bolezni se ublažijo, napredovanje bolezni pa se upočasni (15).  
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Sistemski lupus eritematozus (SLE) je avtoimunska bolezen, pri kateri telo prekomerno 
proizvaja protitelesa, kar se kaže v različnih simptomih – najbolj opazen simptom je rdeče-
vijoličen izpuščaj na obrazu. Možnih vzrokov za lupus je več, med njimi so pomembni 
hormonski, okoljski (okužbe z nekaterimi virusi), tudi genetski. Pri bolnikih z SLE so opazili 
povečano izražanje TNF-α in INF-α, zato so znanstveniki želeli raziskati učinkovitost 
zaviralcev proteasoma, da bi s tem zmanjšali produkcijo vnetnih citokinov in avtoimunskih 
protiteles. Raziskovalci so testirali bortezomib, karfilzomib in ONX-0914 za zdravljenje 
lupusa. Ugotovili so, da selektivno zaviranje β5i-podenote najbolj zmanjšuje nastajanje INF-
α. Skozi leta raziskav se je tako za najbolj učinkovitega z najmanj neželenimi učinki na miših 
izkazal iP-selektivni zaviralec KZR-616, ki pa je še vedno v fazi kliničnih testiranj (15, 16).  
1.4.3 Nevrodegenerativne bolezni 
Raziskovanje bolezni centralnega živčnega sistema je precej kompleksno in na tem področju 
še vedno obstaja veliko neznank. Nevrodegenerativne bolezni so povezane z neravnovesjem 
med sintezo proteinov in proteolizo, prihaja do nalaganja proteinskih agregatov, ki jih celica 
težko odstrani in so potencialno nevarni. Za razliko od iP je cP v možganskih celicah 
normalno visoko izražen. Povečano izraženost LMP2 in LMP7 v hipokampusu so 
znanstveniki odkrili predvsem pri ostarelih miših in podganah, medtem ko pri mlajših to ni 
pogosto (7). Povečano izražene podenote iP so odkrili pri mlajših osebah z 
nevrodegenerativno boleznijo, kot je Alzheimerjeva bolezen, Huntingtonova bolezen ali 
amiotrofična lateralna skleroza. Pri teh boleznih je vedno prisotno vnetje v možganskih 
celicah, ki ga spremljajo povišane vrednosti nekaterih vnetnih citokinov, ter prisotnost INF-
γ in TNF-α v možganih in hrbtenjači. Znanstveniki zato raziskujejo možnosti zaviranja iP 
kot terapevtski pristop k zdravljenju bolezni centralnega živčnega sistema (15). 
1.5 ZAVIRALCI PROTEASOMA 
Glavno mesto vezave proteasomskega zaviralca so S specifični žepki v aktivnem mestu 
proteasoma. Večina zaviralcev je peptidne narave in so narejeni tako, da njihova stranska 
veriga (P) ustreza specifičnemu žepku S, s čimer dosežejo substratno specifičnost. Tarča je 
predvsem kimotripsinu podobna β5-podenota, saj se delovanje proteasoma najbolj zmanjša 
prav ob zaviranju te podenote, medtem ko zaviranje β1 in β2-podenot nima tako velikega 
vpliva. Še vedno pa večina zaviralcev vsaj delno zavira tudi ti dve podenoti, nekatere študije 
dokazujejo, da delovanje nanju poveča občutljivost malignih celic na delovanje zaviralcev, 
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katerih tarča je β5-podenota  (17, 18). Raziskovalci pa so odkrili še eno pomembno razliko 
v strukturi cP in iP. Ob preučevanju kristalnih struktur mišjega cP in iP so opazili, da je S1 
žepek pri cP znatno manjši kot pri iP (slika 5). Torej se zaviralci z večjimi P1 stranskimi 
verigami prednostno vežejo na β5-enoto imunoproteasoma (18). 
 
Slika 5: Shematski prikaz vezavnih žepkov v aktivnem mestu konstitutivnega proteasoma (levo) in 
imunoproteasoma (desno). Katalitično aktivni Thr1 in cepljena peptidna vez sta označena z rdečo barvo, 
selektivni žepki pa so označeni z modro barvo. Met45 v iP zavzema drugačno konformacijo, ki razširi S1 žepek, 
kar je opaziti na sliki. Povzeto po (17). 
1.5.1 Neselektivni zaviralci proteasoma 
Neselektivni zaviralci proteasoma so predstavljeni na Sliki 6. 
1.5.1.1 Bortezomib 
Bortezomib je dipeptid borove kisline, ki je bil kot prvi zaviralec proteasoma odobren s strani 
Ameriške agencije za hrano in zdravila (FDA) za zdravljenje MM. Bortezomib reverzibilno 
zavira cP in iP (12). Eden od možnih mehanizmov protitumornega delovanja bortezomiba 
je zaviranje NF-κB signalne poti, ki je vključena v mnoge patološke procese v organizmu. 
(7). NF-κB naj bi bil eden ključnih dejavnikov preživetja celic MM. Proteasom v telesu 
razgrajuje IκB, ki je zaviralec NF-κB, s tem omogoči aktivacijo NF-κB signalne poti. 
Bortezomib, ki je zaviralec proteasoma, prepreči aktivacijo NF-κB in patološke procese, ki 
so s tem povezani (14). Doseže, da ostane signalna pot inaktivirana in tako zavre povečano 
nastajanje nekaterih citokinov in anti-apoptotičnih dejavnikov v celicah MM (13).  
Kljub nekaterim terapevtskim uspehom pri zdravljenju MM, pa ima bortezomib tudi precej 
omejitev in neželenih učinkov. Prva omejitev je intravenska aplikacija zaradi slabe biološke 
uporabnosti. Klinične študije pa so pokazale tudi pojav mnogih neželenih učinkov, kot so 
razvoj periferne nevropatije, gastrointestinalne težave (slabost, bruhanje, driska, izguba 
apetita) in utrujenost. Prav tako je več kot polovica pacientov razvila odpornost na 
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bortezomib. Razvoj odpornosti povezujejo z mutacijami na β5-podenoti in z njeno povečano 
ekspresijo. Opazili so tudi, da se veliko pacientom po ozdravljenju MM z bortezomibom 
bolezen po nekem času ponovi (13, 18). 
1.5.1.2 Druga generacija 
Po nekaterih uspehih bortezomiba so znanstveniki aktivno raziskovali v smeri odkrivanja 
novih zaviralcev z večjo specifičnostjo, zmanjšano toksičnostjo in neželenimi učinki, ter 
zmanjšano oz. odpravljeno odpornostjo na zdravilo (12). 
Tako so odkrili karfilzomib, epoksiketonski zaviralec proteasoma. Za razliko od 
bortezomiba deluje bolj selektivno na β5 in β5i-podenoti, ter zaradi svoje ireverzibilnosti bolj 
uspešno in trajno zavira proteasom. Ima manj neželenih učinkov, predvsem pomembno je, 
da se ne pojavlja tveganje za razvoj periferne nevropatije (18). Še ena prednost karfilzomiba 
je v tem, da uspešno deluje tudi na nekatere celične linije, ki so odporne na bortezomib. 
Vendar je prav tako kot bortezomib tudi karfizomib zaradi slabe biološke uporabnosti ob 
peroralni aplikaciji uporaben le intravensko. Težava z razvojem odpornosti pri karfilzomibu 
ni popolnoma odpravljena (17, 19). Z željo po njeni izboljšavi so pripravili oprozomib, 
peroralno uporaben derivat karfilzomiba. Zaradi manjše peptidne strukture ima boljšo 
peroralno biološko uporabnost, kar je pomembno pri lažjem odmerjanju in tudi sodelovanju 
s strani pacientov. Je tripeptidni analog karfilzomiba, ki ohranja njegovo selektivnost in moč, 
ter je uporaben pri protitumorni terapiji. Povzroča apoptozo celic MM in je, tako kot 
karfilzomib, uporaben pri zdravljenju bolnikov, katerim se je MM po zdravljenju z 
bortezomibom ponovil (12).  
Iksazomib in delanzomib sta peptida borove kisline. Iksazomib je peroralno učinkovito 
zdravilo, ki po aplikaciji v obliki predzdravila v telesu hitro hidrolizira do svoje aktivne 
oblike, ki zavira proteasom. Iksazomib zavira delitev in spodbuja apoptozo celic MM, ki so 
odporne na bortezomib in ostale standardne načine zdravljenja. Deluje predvsem na β5-
podenoto, a tudi na β1 in β2. Študije nakazujejo, da terapevtsko delovanje iksazomiba izvira 
iz zaviranja NF-κB signalne poti. Tudi delanzomib je peroralno učinkovit zaviralec 
proteasoma. Tudi pri njem so se pojavili močnejši učinki kot pri bortezomibu in izginila je 
navzkrižna odpornost na bortezomib. Ne pri iksazomibu, ne pri delanzomibu se kot neželeni 
učinek ni pojavila periferna nevropatija  (12, 18).  
Slabost peptidnih zaviralcev je v tem, da jih razgrajujejo endogene proteaze v krvi, kar 
zmanjša njihovo učinkovitost. Raziskovalci so pripravili marizomib, peroralno učinkovit 
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monopeptidni β-laktonski zaviralec proteasoma, ki pretežno deluje na β2 in β5-podenoto 
(12). Marizomib kaže učinke na celičnih linijah, ki so razvile odpornost na bortezomib, pri 
terapiji MM, pa tudi pri terapiji levkemije in nekaterih trdnih tumorjev. Čeprav je uporaben 
peroralno, se uporablja tudi intravensko in večina študij je opravljenih prav za intravenski 
način aplikacije. Tu se kot slabost marizomiba kaže kratek razpolovni čas in sposobnost 
prehajanja krvno-možganske pregrade (18). Kot neželeni učinki se pojavijo tudi 
halucinacije, gastrointestinalne motnje in utrujenost. Periferna nevropatija se pri njem ne 
pojavlja (12). 
 
Slika 6: Inhibitorji cP in iP. Z modro so označeni strukturni deli, ki ustrezajo žepkom S1-S4. Prirejeno po (18). 
1.5.2 Selektivni zaviralci imunoproteasoma 
Terapevtska uporaba klasičnih zaviralcev proteasoma je pogosto omejena zaradi njihovega 
neselektivnega delovanja in s tem povezanih neželenih učinkov. Selektivno zaviranje 
imunoproteasoma bi zmanjšalo pojav teh učinkov in povečalo učinkovitost (12). Selektivni 
zaviralci imunoproteasoma so predstavljeni na Sliki 7. 
1.5.2.1 ONX-0914 
ONX-0914 je prvi tripeptidni epoksiketonski zaviralec, ki selektivno zavira β5i-podenoto. 
Zavira tudi β5-podenoto konstitutivnega proteasoma, vendar mnogo šibkeje (16), saj se P1 
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fragment molekule bolje prilega S1 žepku imunoproteasoma kot konstitutivnega 
proteasoma. Morfolinski obroč je namenjen predvsem povečanju vodotopnosti in izboljšanju 
fizikalnih in kemičnih lastnosti epoksiketona in ne tvori interakcij z β5-podenoto (12).  
Na ONX-0914 je bilo opravljenih več kliničnih študij v povezavi s terapijo revmatoidnega 
artritisa. Na mišjih modelih je bilo dokazano, da zaviranje  iP z ONX-0914 zmanjša količino 
avtoimunskih protiteles, ki povzročajo Ra. Prav tako je bila zmanjšano nastajanje INF-γ in 
IL-2. Nekatere druge študije so pokazale učinkovitost ONX-0914 proti SLE, v plazmi je bilo 
namreč zaznanih manj avtoimunskih protiteles, prav tako je bila zmanjšano nastajanje INF-
α. Na tak način naj bi ONX-0914 upočasnil napredovanje bolezni (12, 15). Narejene so bile 
tudi študije, ki so preučevale učinek ONX-0914 na celicah MM. Dokazana je bila 
citotoksičnost (20).  
1.5.2.2 PR-924 
Tudi PR-924 je tripeptidni epoksiketonski zaviralec, ki zavira β5i-podenoto, z razmerjem 
β5c/β5i = 92. Ostale katalitične podenote zavira le v mnogo višjih koncentracijah, kot je 
terapevtsko relevantna koncentracija (12). Raziskovalci so odkrivali terapevtske zmožnosti 
tega zaviralca pri rakavih obolenjih, še posebno pri zdravljenju levkemije. Dokazano je bilo, 
da PR-924 sproži apoptozo v teh celicah. Prav tako je pomembno, da PR-924 sproži 
apoptozo pri celičnih linijah, odpornih na bortezomib. Vendar so bili ti učinki potrjeni le pri 
koncentracijah, ki so poleg β5i zavirale tudi β5c-podenoto. Narejene so bile tudi študije, ki so 
preučevale delovanje PR-924 na celice MM. Rezultati so bili podobni kot pri levkemiji, 
zaviralec je upočasnil rast celic in sprožil apoptozo (15). 
1.5.2.3 KZR-616 
KZR-616 je epoksiketonski optimiziran derivat ONX-0914 in PR-924, vendar s precej boljšo 
topnostjo v vodi. To so dosegli s substitucijo na mestu P1 s ciklopentenskim obročem 
namesto benzena. Ta učinkovina prav tako deluje selektivno na imunoproteasom, vendar s 
precej nižjo IC50 vrednostjo. Selektiven je na β1i in β5i-podenoti in je uporaben pri terapiji 
SLE. Je v procesu kliničnih preizkušanj in ga želijo preizkusiti tudi v terapiji nekaterih 
drugih avtoimunskih bolezni. Dokazano zmanjšuje nastajanje citokinov in zavira 
napredovanje SLE na modelih miši (15, 16). Še novejša poročanja raziskovalcev kažejo, da 
se v kliničnih testiranjih KZR-616 v terapevtskih odmerkih kaže kot dobro sprejemljiv s 
strani testirancev in dosega pričakovane rezultate v smislu  zaviranja iP (21).  
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Slika 7: Shematski prikaz selektivnih zaviralcev imunoproteasoma. Označeni so strukturni deli molekul, ki se vežejo v 
ustrezne žepke. Prirejeno po (16). 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA 
Namen magistrske naloge je sinteza selektivnih zaviralcev katalitično aktivne β5i-podenote 
imunoproteasoma. S selektivnostjo naših spojin se bomo izognili neželenim učinkom, ki jih 
povzročajo neselektivni zaviralci in dosegli boljšo specifičnost in večjo jakost delovanja.  
Sintetizirali bomo serijo heteroarilamidnih zaviralcev imunoproteasoma. Izhajali bomo iz 
strukture že pripravljenih in biokemijsko ovrednotenih spojin, ki so jih na Katedri za 
farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo, vključili v članek, poslan v recenzijo. Glavna 
ideja je zamenjava biarilnega fragmenta in iz njega izpeljane p-morfolinobenzoilne skupine 
s heteroarilnim delom. Naša delovna hipoteza je:  
-  Z zamenjavo biarilne skupine z različnimi heterocikli lahko obdržimo ali celo izboljšamo 
jakost in selektivnost delovanja naših spojin na β5i-podenoto imunoproteasoma, pri tem pa 
izboljšamo fizikalne lastnosti spojin, zlasti njihovo vodotopnost. 
 
Slika 8: Poenostavljeni shemi piperidin(metil)akrilamidnih zaviralcev (levo) in akriloilpiperidinskih zaviralcev (desno). 
 
Za potrditev omenjene hipoteze se bomo na osnovi načrtovanih spojin, predstavljenih na 
Sliki 8 lotili kemijske sinteze po splošni shemi, ki jo opisuje Slika 9. 
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Slika 9: Sintezna shema vseh načrtovanih sintez. Z roza barvo so označeni piperidin(metil)akrilamidni derivati, z zeleno 
pa akriloilpiperidinski derivati. 
Sintezne postopke bomo razdelili v dva dela, in sicer v sintezo piperidin(metil)akrilamidnih 
zaviralcev in v sintezo akriloilpiperidinskih zaviralcev. Amidni vezi bomo tvorili na obeh 
koncih amino(metil)piperidina, tako da bosta v nastanek vezi vključeni primarna in 
sekundarna aminska skupina. Na eni strani bomo pripenjali različne heteroarilne skupine, 
preko druge vezi pa akriloilno skupino. 
V sintezi piperidin(metil)akrilamidnih zaviralcev bomo najprej na prosti aminski sku pini 
zaščitenega amino(metil)piperidina tvorili prvo amidno vez. Zatem bomo z acidolizo 
odstranili Boc-zaščitno skupino in z nukleofilno substitucijo na spojino pripeli še akriloilno 
skupino.  Tako bomo dobili tri končne piperidin(metil)akrilamidne derivate, ki se bodo med 
seboj razlikovali le po različnem heteroaromatskem delu molekule – pripeti bodo 
morfolinotiazol, piridiniltiazol in pirimidiniltiazol.  
Pri sintezi akriloilpiperidinskih zaviralcev imunoproteasoma bomo uporabili podobne 
reakcije, vendar v drugačnem sosledju. Najprej bomo izvedli N-aciliranje oz. pripenjanje 
akriloilne skupine. V naslednji stopnji bomo z acidolizo odstranili Boc-zaščitno skupino. 
Tako bomo dobili dva vmesna produkta, na katera bomo s tvorbo amidnih vezi pripenjali 
različne aromatske obroče, ki so prikazani tudi na Slikah 8 in 9. Tako bomo skupno 
sintetizirali še osem končnih akriloilpiperidinskih derivatov, ki se bodo razlikovali tako po 
mestu vezave na piperidin, kot tudi po aromatskih obročih. 
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Na Fakulteti za farmacijo bo vseh enajst sintetiziranih derivatov tudi biokemijsko 
ovrednotenih na izoliranih podenotah proteasoma in imunoproteasoma. 
3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri izvajanju eksperimentalnega dela te magistrske naloge smo uporabljali topila in reagente 
proizvajalcev Sigma-Aldrich, TCI, Merck, Kemika in Acros Organics. 
3.2 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Za poimenovanje spojin po IUPAC nomenklaturi, risanje strukturnih formul spojin in risanje 
sinteznih shem smo uporabljali program ChemBioDraw Professional 16.0 proizvajalca 
CambridgeSoft. 
3.3 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabljali za identifikacijo spojin, spremljanje 
poteka reakcij, spremljanje izolacije in čiščenja spojin in tudi za iskanje najbolj ustrezne 
mobilne faze za kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo smo uporabljali ploščice 
TLC Silica gel 60 F254 proizvajalca Merch z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem 
nosilcu. Silikagelu je bil dodan fluorescentni indikator fluorescein. Kot mobilno fazo smo 
največkrat uporabljali etilacetat ali diklorometan v različnih kombinacijah s heksanom ali 
metanolom, točna sestava je vedno navedena pri posamezni reakciji. Za detekcijo spojin na 
kromatografskih ploščicah smo uporabljali UV svetilko z valovno dolžino 254 nm in 
pogosto tudi orositveni reagent ninhidrin. 
3.3.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje oz. izolacijo spojin. Glede na maso 
produkta za čiščenje smo izbrali ustrezno velikost steklene kolone in ustrezno količino 
silikagela. Kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel proizvajalca Merck z velikostjo 
delcev 0,040-0,063 mm. Kot mobilno fazo smo največkrat uporabljali topili etilacetat in 
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diklorometan, včasih tudi v kombinaciji z metanolom. Točna sestava je vedno navedena pri 
posamezni reakciji. 
3.4 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.4.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 na Fakulteti za 
farmacijo. Kot topilo smo uporabljali DMSO-d6 ali CDCl3, to je natančno navedeno pri vsaki 
reakciji oz. analizi spektra. Kot interni standard je bil uporabljen TMS. Za analizo spektrov 
smo uporabljali programa MestReC in MestReNova proizvajalca Mesterlab Research S. L. 
Kemijski premiki (δ) so vedno podani v ppm, sklopitvene konstante (J) pa v Hz. 
3.4.2 Masna spektrometrija (MS, HR-MS) 
Masne spektre (MS) spojin smo posneli na spektrometru Advion expression CMLS z ESI 
tehniko. Masne spektre visoke ločljivosti (HR-MS) spojin pa smo posneli na masnem 
spektrometru ExactiveTM Plus Orbitrap MassSpectrometer. Meritve so bile opravljene na 
Fakulteti za farmacijo. 
3.4.3 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre spojin smo posneli na spektrometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR, 
uporabili smo ATR tehniko. Meritve so bile posnete na Fakulteti za farmacijo. 
3.5 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Temperaturo tališč trdnih produktov smo določali s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno 
mizico, proizvajalca Leica, na Fakulteti za farmacijo. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 SINTEZA PIPERIDIN(METIL)AKRILAMIDNIH 
DERIVATOV 
4.1.1 Sinteza 2-morfolinotiazol-4-karboksilne kisline  
 Reakcijska shema: 
 
Sintezni postopek: 
Izhodno spojino etil 2-morfolinotiazol-4-karboksilat smo raztopili v 5 mL dioksana. Po 
kapljicah smo dodali 3 mL 2M NaOH in pustili, da je reakcija tekla čez noč. Zjutraj smo 
odparili dioksan in vodo. V bučko smo dodajali 1M HCl, dokler nismo dosegli nevtralne pH 
vrednosti. Nato smo dodali 20 mL CH2Cl2, da sta nastali dve fazi. Fazi smo ločili in odparili 
vodo iz vodne faze. Po rotavapiranju smo v bučko dodali 30 mL EtOH in nekaj kapljic 
MeOH. Bučko smo stresali in odfiltrirali oborino, za katero smo mislili, da je NaCl. 
Matičnico smo prenesli v bučko in pod znižanim tlakom odparili EtOH in MeOH. V bučki 
je ostal suh produkt.  
Lastnosti spojine 1: 
Ime: 2-morfolinotiazol-4-karboksilna kislina  
Molekulska masa: 214,24 g/mol 
Molekulska formula: C8H10N2O3S 
Izgled: bel prah 
Izkoristek reakcije: m = 432 mg, 𝜇 = 100 %  
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,87; ninhidrin 
Tt:  >300 °C 
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1H NMR (400 MHz, MeOH): 3.48 (t, 4H,  J = 4.8 Hz, CH2), 3.81 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 
7,30 (s, 1H, Ar-H). (Signal za karboksilno kislino ni viden). 
IR (cm-1): 3108, 2861, 1592, 1529, 1449, 1391, 1288, 1265, 1230, 1185, 1116, 1070, 1043, 
969, 892, 859, 773, 740, 645, 626, 542, 513 
HRMS (ESI+): m/z za C8H10N2O3S ([M+H]
+): izračunano 215,0485, izmerjeno 215,0485 
4.1.2 Sinteza aciliranih derivatov zaščitenega 4-aminometilpiperidina  
Reakcijske sheme: 
 
 
 
Postopek za sintezo spojine 2: 
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200 mg spojine 1 (0,93 mmol) smo raztopili v bučki v 7 mL DMF. V to raztopino smo dodali 
232 mg EDC (1,2 mmol = 1,3 ekv) in  185 mg HOBT (1,2 mmol = 1,3 ekv). Mešali smo, da 
se je vse raztopilo. V bučki smo nato raztopili še 199 mg (0,93 mmol = 1 ekv) terc-butil 
(piperidin-4-ilmetil)karbamata in po kapljicah dodali 0,5 mL DIPEA. Pustili smo, da je 
reakcija potekala čez noč. Zjutraj smo odparili DMF. V bučko smo dodali 30 mL CH2Cl2 in 
20 mL vode ter stresali. Plasti smo ločili z lijem ločnikom, naš produkt je bil v organski fazi. 
Organsko fazo smo spirali s 30 mL 1M NaOH,  z nasičeno raztopino NaCl in jo sušili z 
brezvodnim Na2SO4. Odparili smo topilo in dobljeni produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo, za mobilno fazo smo uporabili etilacetat.  
Pri sintezi spojin 3 in 4 je bil sintezni postopek popolnoma enak. Pri sintezi spojine 3 smo 
dodali 0,98 mmol izhodne kisline, pri sintezi spojine 4 pa 0,49 mmol. Pri vseh ostalih 
reagentih smo ohranili enako razmerje reagentov kot pri sintezi spojine 1. Ohranili smo 
enake volumne topil pri sintezi in tudi pri izolaciji spojin.  
Lastnosti spojine 2: 
Ime: terc-butil ((1-(2-morfolinotiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metil)karbamat  
Molekulska masa: 410,53 g/mol 
Molekulska formula: C19H30N4O4S 
Izgled: brezbarven oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 100 mg, 𝜇 = 26 %  
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,25; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): 1.19-1.30 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, CH3), 1.75 (m, 3H, CH, 
CH2), 2.72-3.04 (m, 4H, CH2), 3.46 (t, 4H,  J = 4.8 Hz, CH2), 3.82 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 
4.52 (m, 3H, CH2, NH), 7.10 (s, 1H, Ar-H) ppm 
IR (cm-1): 3326, 2923, 2858, 1699, 1614, 1526, 1444, 1366, 1322, 1249, 1229, 1168, 1116, 
1070, 1038, 962, 896, 863, 726, 644, 534 
HRMS (ESI+): m/z za C19H30N4O4S ([M+H]
+): izračunano 411,2061, izmerjeno 411,2055 
Lastnosti spojine 3: 
Ime: terc-butil ((1-(2-(piridin-4-il)tiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metil)karbamat 
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Molekulska masa: 402,51 g/mol 
Molekulska formula: C20H26N4O3S 
Izgled: bel prah 
Izkoristek reakcije: m = 286 mg, 𝜇 = 73 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,2; ninhidrin 
Tt: 102-104°C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.34 (m, 2H, CH2), 1.45 (s, 9H, CH3), 1.81-1.87 (m, 4H, 
CH2), 2,82 (m, 1H, CH), 3.05-3.14 (m, 2H, CH2), 4.55 (d, 1H, J = 6.2 Hz, NH), 4.76 (m, 2H, 
CH2), 7.81 (m, 2H, Ar-H), 7.99 (s, 1H, H-Ar), 8.74 (m, 2H, Ar-H) ppm 
IR (cm-1): 3366, 2974, 2924, 2854, 1687, 1631, 1596, 1519, 1451, 1408, 1391, 1366, 1322, 
1280, 1265, 1249, 1219, 1165, 1146, 1117, 1104, 1064, 1038, 1006, 984, 961, 937, 908, 863, 
825, 785, 749, 724, 668, 626, 611, 579, 559 
HRMS (ESI+): m/z za C20H26N4O3S ([M+H]
+): izračunano 403.1774, izmerjeno 403.1784 
Lastnosti spojine 4: 
Ime: terc-butil ((1-(4-metil-2-(pirazin-2-il)tiazol-5-karbonil)piperidin-4-il)metil)karbamat 
Molekulska masa: 417,53 g/mol 
Molekulska formula: C20H27N5O3S 
Izgled: bel trden produkt 
Izkoristek reakcije: m = 134 mg, 𝜇 = 64 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,4; ninhidrin 
Tt: 135-137 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.21-1.28 (m, 4H, CH2), 1.44 (s, 9H, CH3), 1.80 (m, 3H, 
CH, CH2), 2.52 (s, 3H, CH3), 2.96-3.07 (m, 4H, CH2), 4.67 (s, 1H, NH), 8.56 (m, 1H, Ar-
H), 8.62 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Ar-H), 9.39 (d, 1H, J = 1.2 Hz, Ar-H) ppm 
IR (cm-1): 3340, 2976, 2926, 2863, 1704, 1620, 1523, 1441, 1399, 1367, 1319, 1268, 1245, 
1165, 1101, 1045, 1028, 1006, 964, 940, 898, 854, 780, 754, 734, 653, 631, 582, 561, 521 
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HRMS (ESI+): m/z za C20H27N5O3S ([M+H]
+): izračunano 418,1907 izmerjeno 418,1903 
4.1.3 Sinteza substituiranih (piperidin-4-il)metilamonijevih 
trifluoroacetatov 
Reakcijske sheme: 
 
 
 
Sintezni postopek: 
Celotno količino spojin 2, 3 in 4 smo raztopili v bučkah v 5 mL CH2Cl2 in dodali po 1 mL 
CF3COOH. Reakcije so potekale 2 uri na sobni temperaturi. Potem smo odparili CH2Cl2 in 
CF3COOH in dodali dietileter. Bučke smo pokrili z zamaškom in ovili s parafilmom, ter 
postavili v hladilnik čez noč. Naslednji dan smo odlili tekočino in trdno oborino še enkrat 
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sprali z dietiletrom. Potem smo tekočino znova odlili in preostanek odparili. Nastala bela 
trdna oborina je bil naš produkt. 
Lastnosti spojine 5: 
Ime: (1-(2-morfolinotiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metilamonijev trifluoroacetat 
Molekulska masa: 424,44 g/mol 
Molekuska formula: C16H23F3N4O2S 
Izgled: bel trden produkt 
Izkoristek reakcije: m=87 mg, 𝜇=84 % 
TLC: Rf (EtOAc) = 0  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.29-1.33 (m, 2H, CH2), 1.79-2.03 (m, 3H, CH, CH2), 
2.69-3.05 (m, 4H, CH2), 3.45 (t, 4H,  J = 4.8 Hz, CH2), 3.80 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 4.55 
(m, 2H, CH2), 7.10 (s, 1H, Ar-H), 8.22 (s, 3H, NH3) ppm 
IR (cm-1): 2921, 2863, 1676, 1600, 1530, 1448, 1377, 1323, 1272, 1234, 1197, 1173, 1114, 
1071, 1039, 1005, 968, 939, 899, 833, 798, 720, 674, 630, 595, 572, 516 
MS (ESI+): m/z: 311,0 ([M+H]+, 100%) 
Lastnosti spojine 6: 
Ime: (1-(2-(piridin-4-il)tiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metilamonijev trifluoroacetat 
Molekulska masa:  416,42 g/mol 
Molekulska formula: C17H19F3N4O3S 
Izgled: bel prah 
Izkoristek reakcije: m = 281 mg, 𝜇 = 95 % 
TLC: Rf (EtOAc) = 0 
Tt: 119-122°C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.21-1.31 (m, 2H, CH2), 1.74-1.92 (m, 3H, CH2, CH), 
2.77-2.84 (m, 3H, CH2), 3.14 (m, 1H, CH2), 4.76 (m, 2H, CH2), 7.80 (s, 3H, NH3), 7.98 (m, 
2H, Ar-H), 8.31 (s, 1H, H-Ar), 8.78 (m, 2H, Ar-H) ppm 
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IR (cm-1): 3184, 3063, 2920, 1671, 1612, 1527, 1508, 1460, 1420, 1309, 1268, 1248, 1180, 
1138, 1106, 1028, 998, 966, 949, 884, 829, 795, 761, 719, 667, 640, 624, 598, 573, 519 
HRMS (ESI+): m/z za C15H18N4OS ([M+H]
+): izračunano 303,1274, izmerjeno 303,1273 
Lastnosti spojine 7: 
Ime: (1-(4-metil-2-(pirazin-2-il)tiazol-5-karbonil)piperidin-4-il)metilamonijev 
trifluoroacetat 
Molekulska masa: 431,43 g/mol 
Molekulska formula: C17H20N5F3O3S 
Izgled: rumen oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 55 mg, 𝜇 = 40 % 
TLC: Rf (EtOAc) = 0 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.19-1.26 (m, 4H, CH2), 1.86 (m, 2H, CH2), 2.01 (m, 1H, 
CH), 2.44 (s, 3H, CH3), 2.83-3.06 (m, 4H, CH2), 8.08 (s, 3H, NH3),  8.55 (m, 1H, Ar-H), 
8.60 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Ar-H), 9.33 (m, 1H, Ar-H) ppm 
 
IR (cm-1): 2928, 1675, 1605, 1526, 1445, 1401, 1377, 1319, 1275, 1249, 1172, 1133, 1061, 
1006, 910, 836, 798, 725, 648, 583, 563, 518 
MS (ESI+): m/z: 318,0 ([M+H]+, 100%) 
 
4.1.4 Sinteza končnih piperidin(metil)akrilamidnih derivatov 
Reakcijske sheme: 
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Postopek za sintezo spojine 8: 
Spojini 5 (87 mg, 0,20 mmol) smo dodali 0,5 mL DIPEA in 10 mL CH2Cl2, da se je vse 
raztopilo. Potem smo dodali 20,1 𝜇L (0,25 mmol = 1,2 ekv) akriloil klorida in pustili, da je 
reakcija ob prepihovanju z argonom potekala čez noč. Produkt smo zjutraj očistili s kolonsko 
kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili zmes diklorometana in metanola v razmerju 
9:1. Na TLC smo opazili, da je neka nečistota še vedno prisotna, rahlo je tudi smrdelo po 
DIPEA zato smo zbranim frakcijam odparili topilo, raztopili v 30 mL CH2Cl2 in ekstrahirali 
s citronsko kislino. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topilo. 
Postopek za sintezo spojine 9: 
Spojini 6 (120 mg = 0,29 mmol) smo dodali 0,5 mL DIPEA in 10 mL CH2Cl2, da se je vse 
raztopilo. Potem smo dodali 27 𝜇L (0,35 mmol = 1,2 ekv) akriloil klorida in pustili, da je 
reakcija ob prepihovanju z argonom potekala čez noč. Zjutraj smo v bučko dodali do 40 mL 
CH2Cl2 in ekstrahirali s citronsko kislino. Fazi smo ločili in vodno fazo spirali z NaOH, nato 
smo dodali CH2Cl2, da sta nastali dve fazi. Ti dve fazi smo ločili ter to organsko fazo združili 
s prvotno organsko fazo. Združeni organski fazi smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3. 
Potem smo jo posušili z nasičeno raztopino NaCl in nato še z brezvodnim Na2SO4 ter odparili 
topilo. Zadnji korak je bil čiščenje spojine s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo 
uporabili zmes diklorometana in metanola v razmerju 9:1. 
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Postopek za sintezo spojine 10: 
Spojini 7 (55 mg, 0,13 mmol)) smo dodali 0,5 mL DIPEA in 10 mL CH2Cl2, da se je vse 
raztopilo. Potem smo dodali 12,1 𝜇L (0,15 mmol = 1,2 ekv) akriloil klorida in pustili, da je 
reakcija ob prepihovanju z argonom potekala čez noč. Produkt smo zjutraj očistili s kolonsko 
kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili zmes diklorometana in metanola v razmerju 
9:1. Na TLC smo opazili, da je neka nečistota še vedno prisotna, rahlo je tudi smrdelo po 
DIPEA zato smo zbranim frakcijam odparili topilo, raztopili v 30 mL CH2Cl2 in ekstrahirali 
s citronsko kislino. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topilo. 
Lastnosti spojine 8: 
Ime: N-((1-(2-morfolinotiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metil)akrilamid 
Molekulska masa: 364,46 g/mol 
Molekulska formula: C17H24N4O3S 
Izgled: bledo rumeni kristali 
Izkoristek reakcije: m = 28 mg, 𝜇 = 38 % 
TLC, oroševalni reagent: Rf (CH2Cl2:MeOH = 9:1) = 0,53; ninhidrin 
Tt: 163-165 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.25-1.30 (m, 2H, CH2), 1.76-1.89 (m, 3H, CH, CH2), 
2.73 (m, 1H, CH2), 3.00 (m, 1H, CH2), 3.23-3.31 (m, 2H, CH2), 3.46 (t, 4H,  J = 4.8 Hz, 
CH2), 3.82 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 4.56-4.63 (m, 2H, CH2), 5.65-5.68 (m, 2H, NH, CH2), 
6.05-6.12 (m, 1H, CH2), 6.27-6.32 (m, 1H, CH), 7.10 (s, 1H, Ar-H) ppm 
IR (cm-1): 3262, 3072, 2922, 2860, 1716, 1669, 1607, 1533, 1449, 1403, 1373, 1322, 1268, 
1223, 1150, 1114, 1072, 1039, 993, 960, 933, 899, 846, 802, 786, 750, 720, 676, 650, 625, 
597, 583, 531 
HRMS (ESI+): m/z za C17H24N4O3S ([M+H]
+): izračunano 365.1642, izmerjeno 365.1638 
13C NMR (400 MHz, CDCl3):  
Lastnosti spojine 9: 
Ime: N-((1-(2-(piridin-4-il)tiazol-4-karbonil)piperidin-4-il)metil)akrilamid 
26 
 
Molekulska masa: 356,44 g/mol 
Molekulska formula: C18H20N4O2S 
Izgled: trden rumenkast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 9 mg, 𝜇 = 9 %  
TLC; oroševalni reagent: Rf (CH2Cl2:MeOH = 9:1) = 0,36; ninhidrin 
Tt: 126-128°C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.34-1.39 (m, 2H, CH2), 1.79-1.97 (m, 3H, CH, CH2), 
2,81 (m, 1H, CH2), 3.14 (m, 1H, CH2), 3.25 (m, 1H, CH2), 3.34 (m, 1H, CH2), 4.57 (m, 1H, 
CH2), 4.74 (m, 1H, CH2), 5.66 (m, 1H, CH2), 5.94 (t, 1H, J = 6.2 Hz, NH), 6.08-6.15 (m, 
1H, CH2), 6.28-6.33 (m, 1H, CH), 7.81 (m, 2H, Ar-H), 7.99 (s, 1H, H-Ar), 8.73 (m, 2H, Ar-
H) ppm 
IR (cm-1): 3277, 3076, 2923, 2863, 1720, 1659, 1598, 1550, 1504, 1457, 1408, 1370, 1321, 
1246, 1217, 1188, 1143, 1108, 1063, 1025, 990, 968, 823, 750, 723, 665, 629, 608, 583 
HRMS (ESI+): m/z za C18H20N4O2S ([M+H]
+): izračunano 357,1380 izmerjeno 357,1373 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 29.7, 30.6, 36.5, 42.9, 44.8, 47.2, 120.3 (2×), 125.4, 126.8, 
130.7, 139.8, 150.8 (2×), 152.4, 162.2, 164.3, 165.8 
Lastnosti spojine 10: 
Ime: N-((1-(4-metil-2-(pirazin-2-il)tiazol-5-karbonil)piperidin-4-il)metil)akrilamid 
Molekulska masa: 371,46 g/mol 
Molekulska formula: C18H21N5O2S 
Izgled: rumen oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 17 mg, 𝜇 = 35 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (CH2Cl2:MeOH = 9:1) = 0,4; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.16-1.51 (m, 4H, CH2), 1.80-2.06 (m, 3H, CH, CH2), 
2.50 (s, 3H, CH3), 2.96 (m, 2H, CH2), 3.26 (m, 2H, CH2), 5.64 (m, 1H, CH2), 6.09-6.15 (m, 
1H, CH2), 6.17-6.31 (m, 2H, CH, NH), 8.56 (m, 1H, Ar-H), 8.62 (m, 1H, Ar-H), 9.40 (s, 1H, 
Ar-H) ppm 
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IR (cm-1): 3290, 3074, 2925, 2862, 1660, 1614, 1529, 1436, 1401, 1375, 1319, 1273, 1226, 
1155, 1100, 1060, 1006, 961, 916, 851, 804, 727, 645, 561, 518 
HRMS (ESI+): m/z za C18H21N5O2S ([M+H]
+): izračunano 372,1489 izmerjeno 372,1484 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 
4.2 SINTEZA AKRILOILPIPERIDINSKIH DERIVATOV 
4.2.1 Sinteza terc-butil ((1-akriloilpiperidinil)metil)karbamatov 
Reakcijski shemi: 
 
 
Sintezni postopek: 
1,00 g (4,7 mmol) ustreznega terc-butil (piperidinilmetil)karbamata smo raztopili  v 40 mL 
CH2Cl2. V bučko smo dodali 1 mL DIPEA in 446 𝜇L (5,6 mmol = 1,2 ekv) akriloil klorida. 
Na sobnih pogojih smo pustili, da sta reakciji potekali čez noč. Zjutraj smo dodali do 50 mL 
CH2Cl2 in ekstrahirali s citronsko kislino (2 × 25 mL). Organsko fazo smo spirali še z 
nasičeno raztopino NaHCO3 in z nasičeno raztopino NaCl in jo sušili z brezvodnim Na2SO4. 
Lastnosti spojine 11: 
Ime: terc-butil ((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)karbamat 
Molekulska masa: 268,36 g/mol 
Molekulska formula: C14H24N2O3 
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Izgled: rumen trden produkt, a še vedno moker 
Izkoristek reakcije: m = 1,125 g, 𝜇 = 90 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,46; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.27-1.38 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, CH3), 1.70 (m, 2H, 
CH2), 1.84 (m, 1H, CH), 2.83-3.03 (m, 3H, CH2), 3.17-3.27 (m, 1H, CH2), 3.68-3.90 (m, 
1H, CH2), 4.07-4.40 (m, 1H, CH2), 4.62 -4.90 (m, 1H, NH), 5.67 (d, 1H, J = 10.4 Hz, CH2), 
6.23-6.28 (m, 1H, CH2), 6.54-6.61 (m, 1H, CH) ppm 
IR (cm-1): 3315, 2983, 2934, 2859, 1699, 1640, 1560, 1583, 1520, 1447, 1388, 1364, 1293, 
1251, 1222, 1164, 1121, 1077, 1056, 1006, 978, 964, 883, 950, 793 
MS (ESI+): m/z: 291,0 ([M+Na]+, 100%) 
Lastnosti spojine 12: 
Ime: terc-butil ((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)karbamat 
Molekulska masa: 268,36 g/mol 
Molekulska formula: C14H24N2O3 
Izgled: rumen oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 1,110 g, 𝜇 = 89 %  
TLC: Rf (EtOAc) = 0,36 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.10-1.20 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, CH3), 1.76 (m, 3H, 
CH, CH2), 2.63 (m, 1H, CH2), 3.04 (m, 3H, CH2), 4.02 (m, 1H, CH2), 4.65 (m, 2H, NH, 
CH2), 5.65 (m, 1H, CH2), 6.23-6.27 (m, 1H, CH2), 6.54-6.60 (m, 1H, CH) ppm 
IR (cm-1): 3326, 2976, 2921, 2862, 1697, 1641, 1606, 1522, 1445, 1390, 1365, 1319, 1250, 
1212, 1170, 1053, 973, 864, 790, 734, 700 
MS (ESI+): m/z: 291,0 ([M+Na]+, 100%) 
4.2.2 Sinteza (1-akriloilpiperidinil)metilamonijevih  trifluoroacetatov 
Reakcijski shemi: 
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Sintezni postopek: 
Celotno količino spojin 11 in 12 smo raztopili v 40 mL CH2Cl2 in dodali 6 mL CF3COOH. 
Reakciji sta potekali dve uri. Po dveh urah smo odparili CH2Cl2 in CF3COOH in dodali 
dietileter. Bučki smo pokrili z zamaškom in ovili s parafilmom ter postavili v hladilnik čez 
noč. Naslednji dan smo odlili tekočino in trdno oborino še enkrat sprali z dietiletrom. Potem 
smo tekočino odlili in preostanek odparili. Trdna oborina je bila naš produkt. 
Lastnosti spojine 13: 
Ime: (1-akriloilpiperidin-3-il)metilamonijev trifluoroacetat 
Molekulska masa: 282,26 g/mol 
Molekulska formula: C11H17F3N2O3 
Izgled: bel prah 
Izkoristek reakcije: m = 943 mg, 𝜇 = 80 % 
TLC: Rf (EtOAc) = 0 
Tt: 123-126 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.47 (m, 1H, CH2), 1.58 (m, 1H, CH2), 1.67 (m, 1H, CH), 
1.91 (m, 1H, CH2), 2.18 (m, 1H, CH2), 2.78-2.84 (m, 1H, CH2), 2.98-3.03 (m, 1H, CH2), 
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3.37-3.39 (m, 1H, CH2), 3.49 (m, 1H, CH2), 3.59 (m, 1H, CH2), 3.89 (m, 1H, CH2), 5.75 (m, 
1H, CH2), 6.24-6.29 (m, 1H, CH2), 6.51-6.58 (m, 1H, CH), 8.38 (s, 3H, NH3) ppm 
IR (cm-1): 3235, 2943, 2678, 1671, 1639, 1598, 1541, 1508, 1469, 1446, 1424, 1401, 1363, 
1309, 1261, 1241, 1196, 1170, 1129, 1067, 978, 954, 886, 831, 800, 787, 767, 719, 653 
MS (ESI+): m/z: 169,0 ([M+H]+, 100%) 
Lastnosti spojine 14: 
Ime: (1-akriloilpiperidin-4-il)metilamonijev trifluoroacetat 
Molekulska masa: 282,26 g/mol 
Molekulska formula: C11H17F3N2O3 
Izgled: bel trden produkt  
Izkoristek reakcije: m = 1,238 g, 𝜇 = 100 %  
TLC: Rf (EtOAc) = 0 
Tt: 52°C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.04-1.09 (m, 2H, CH2), 1.73-1.85 (m, 3H, CH, CH2), 
2.62 (m, 1H, CH2), 2.70-2.76 (m, 2H, CH2), 3.03 (m, 1H, CH2), 4.06 (m, 1H, CH2), 4.42 (m, 
1H, CH2), 5.66 (m, 1H, CH2), 6.06-6.11 (m, 1H, CH2), 6.77-6.84 (m, 1H, CH), 7.80 (s, 3H, 
NH3) ppm 
IR (cm-1): 2931, 1780, 1677, 1636, 1601, 1565, 1510, 1461, 1377, 1309, 1242, 1193, 1132, 
1002, 974, 835, 791, 748, 722, 705, 593, 569 
MS (ESI+): m/z: 169,0 ([M+H]+, 89 %) 
4.2.3 Sinteza N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-2-morfolinotiazol-4-
karboksamida  
Reakcijska shema: 
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Sintezni postopek: 
200 mg spojine 1 (0,93 mmol = 1,2 ekv) smo raztopili v 7 mL DMF. Dodali smo 194 mg 
EDC (1,01 mmol = 1,3 ekv), 155 mg HOBT (1,01 mmol = 1,3 ekv) in 223 mg spojine 13 
(0,78 mmol), da se je vse raztopilo. Nato smo po kapljicah dodali 0,5 mL DIPEA in pustili, 
da je reakcija potekala čez noč. Zjutraj smo odparili DMF. V bučko smo dodali 40 mL 
CH2Cl2 in ekstrahirali s prečiščeno vodo (30 mL). Organsko fazo smo spirali še z 1M NaOH 
(30 mL) in z raztopino NaCl (30 mL). Posušili smo jo z brezvodnim Na2SO4 in odparili 
CH2Cl2. Kot naslednji korak smo predvideli čiščenje s kolonsko kromatografijo, vendar je 
ob dodatku EtOAc produkt izkristaliziral, zato nam tega koraka ni bilo potrebno opraviti.  
Lastnosti spojine 15: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-2-morfolinotiazol-4-karboksamid 
Molekulska masa: 364,46 g/mol 
Molekulska formula: C17H24N4O3S 
Izgled: bela trdna snov 
Izkoristek reakcije: m = 158 mg, 𝜇 = 56 % 
TLC: Rf (EtOAc) = 0,6  
Tt: 122-126 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO): δ= 1.22-1.34 (m, 2H, CH2), 1.67-1.76 (m, 3H, CH, CH2), 
2.55 (m, 1H, CH2), 2.80-2.95 (m, 1H, CH2), 3.03-3.16 (m, 2H, CH2), 3.45 (t, 4H,  J = 4.8 
Hz, CH2), 3.72 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 3.81-3.90 (m, 1H, CH2), 4.05-4.25 (m, 2H, NH, 
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CH2), 5.63 (m, 1H, CH2), 6.03-6.07 (m, 1H, CH2), 6.71-6.82 (m, 1H, CH), 8.13 (m, 1H, Ar-
H) ppm 
IR (cm-1): 3304, 3103, 2927, 2848, 1642, 1607, 1538, 1488, 1438, 1375, 1331, 1229, 1193, 
1112, 1070, 1033, 987, 954, 900, 855, 796, 749, 701, 645, 625, 567, 555 
HRMS (ESI+): m/z za C17H24N4O3S ([M+H]
+): izračunano 365,1642 izmerjeno 365,1641 
13C NMR (400 MHz, DMSO): 
4.2.4 Sinteza N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-2-morfolinotiazol-4-
karboksamida 
Reakcijska shema: 
 
Reakcijski postopek: 
V 7 mL DMF smo raztopili 150 mg spojine 1 (0,7 mmol = 1,2 ekv), 144 mg EDC (0,75 
mmol = 1,3 ekv) in 114 mg HOBT (0,75 mmol = 1,3 ekv). Nato smo dodali 165 mg spojine 
14 (0,58 mmol). Po kapljicah smo dodali 0,5 mL DIPEA in pustili, da je reakcija potekala 
čez noč. Zjutraj smo odparili DMF, dodali 40 mL CH2Cl2 in organsko fazo dvakrat spirali s 
prečiščeno vodo (2 x 30 mL). Potem smo jo spirali še z 1M NaOH (30 mL) in nato z NaCl 
(30 mL), posušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili topilo. Zadnji korak je bil čiščenje 
produkta s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili etilacetat, kateremu 
smo pozneje dodali metanol, da je bilo razmerje med njima 9:1.  
Lastnosti spojine 16: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-2-morfolinotiazol-4-karboksamid 
Molekulska masa: 364,46 g/mol 
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Molekulska formula: C17H24N4O3S 
Izgled: rumenkast oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 84 mg, 𝜇 = 39 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc:MeOH = 9:1) = 0,3; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.22-1.28 (m, 2H, CH2), 1.80-1.94 (m, 3H, CH, CH2), 
2.64 (m, 1H, CH2), 3.04 (m, 1H, CH2), 3.29-3.35 (m, 2H, CH2), 3.48 (t, 4H,  J = 4.8 Hz, 
CH2), 3.83 (t, 4H, J = 4.8 Hz, CH2), 4.01 (m, 1H, CH2), 4.68 (m, 1H, CH2), 5.66 (m, 1H, 
CH2), 6.23-6.28 (m, 1H, CH2), 6.53-6.60 (m, 1H, CH), 7.30 (m, 1H, NH), 7.41 (s, 1H, Ar-
H) ppm 
 
IR (cm-1): 3321, 2918, 2854, 1733, 1642, 1607, 1539, 1492, 1443, 1373, 1326, 1300, 1264, 
1228, 1213, 1115, 1069, 1038, 978, 961, 899, 888, 848, 791, 754, 708, 639, 622, 559, 544, 
515 
HRMS (ESI+): m/z za C17H24N4O3S ([M+H]
+): izračunano 365,1642 izmerjeno 365,1641 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 21.1, 29.510, 30.6, 36.8, 42.0, 44.3, 45.8, 48.42, 60.4, 66.1, 
112.3, 127.4, 127.9, 146.3, 161.8, 165.4, 170.9 
4.2.5 Sinteza N-((1-akriloilpiperidinil)metil)-2-okso-2H-kromen-3-
karboksamidov 
Reakcijski shemi: 
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Sintezni postopek: 
121 mg 2-okso-2H-kromen-3-karboksilne kisline (0,64 mmol = 1,2 ekv) smo raztopili v 7 
mL DMF. V bučko smo dodali 132 mg EDC (0,69 mmol = 1,3 ekv), 105 mg HOBT (0,69 
mmol = 1,3 ekv) in 150 mg ustrezne spojine 13 ali 14 (0,53 mmol), da se je vse raztopilo. 
Nato smo po kapljicah dodali 0,5 mL DIPEA in pustili, da sta reakciji potekali čez noč. 
Zjutraj smo odparili DMF. V bučki smo dodali 40 mL CH2Cl2 in ekstrahirali s citronsko 
kislino (30 mL). Organski fazi smo spirali še z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL), 
nasičeno raztopino NaCl, sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili CH2Cl2. Produkta smo nato 
očistili s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili etilacetat. 
Lastnosti spojine 17: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-2-okso-2H-kromen-3-karboksamid 
Molekulska masa: 340,38 g/mol 
Molekulska formula: C19H20N2O4 
Izgled: beli kristali 
Izkoristek reakcije: m = 99 mg, 𝜇 = 55 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,23; ninhidrin 
Tt: 95-97 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.36 (m, 1H, CH2), 1.52 (m, 1H, CH2), 1.77 (m, 1H, CH), 
1.90-1.97 (m, 2H, CH2), 2.67-2.86 (m, 1H, CH2), 2.96-3.14 (m, 1H, CH2), 3.41 (m, 2H, 
CH2), 3.84-3.96 (m, 1H, CH2), 4.37-4.50 (m, 1H, CH2), 5.67 (m, 1H, CH2), 6.24-6.28 (m, 
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1H, CH2), 6.55-6.62 (m, 1H, CH), 7.41 (m, 2H, Ar-H),  7.70 (m, 2H, Ar-H), 8.92 (m, 2H, 
Ar-H, NH) ppm 
IR (cm-1): 3334, 3055, 2927, 2859, 1703, 1643, 1609, 1566, 1534, 1442, 1366, 1304, 1246, 
1216, 1167, 1134, 1093, 1066, 1048, 980, 959, 924, 898, 882, 853, 795, 761, 717, 639, 575, 
536 
HRMS (ESI+): m/z za C19H20N2O4 ([M+H]
+): izračunano 341,1496 izmerjeno 341,1496 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 28.6, 28.8, 31.4, 36.5, 37.3, 42.6, 116.7 (2×), 118.6, 125.3, 
127.6, 129.8, 134.2, 148.4, 154.4 (2×), 161.8, 162.5, 165.5 
Lastnosti spojine 18: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-2-okso-2H-kromen-3-karboksamid 
Molekulska masa: 340,38 g/mol 
Molekulska formula: C19H20N2O4 
Izgled: beli kristali 
Izkoristek reakcije: m = 62 mg, 𝜇 = 34 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,21; ninhidrin 
Tt: 140-143°C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ= 1.21-1.30 (m, 2H, CH2), 1.84-1.97 (m, 3H, CH, CH2), 
2.63 (m, 1H, CH2), 3.06 (m, 1H, CH2), 3.39 (m, 2H, CH2), 4.03 (m, 1H, CH2), 4.68 (m, 1H, 
CH2), 5.66 (m, 1H, CH2), 6.25 (m, 1H, CH2), 6.54-6.61 (m, 1H, CH), 7.40 (m, 2H, Ar-H),  
7.68 (m, 2H, Ar-H), 8.92 (m, 2H, Ar-H, NH) ppm 
 
IR (cm-1): 3338, 3043, 2930, 2849, 1704, 1649, 1608, 1565, 1529, 1443, 1385, 1366, 1323, 
1300, 1277, 1240, 1212, 1165, 1145, 1131, 1096, 1065, 1022, 984, 958, 926, 876, 794, 751, 
718, 640, 574, 517 
HRMS (ESI+): m/z za C19H20N2O4 ([M+H]
+): izračunano 341,1496 izmerjeno 341,1499 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 29.6, 30.7, 36.5 (2×),  45.00 (2×), 116.7, 118.3, 118.6, 125.4, 
127.4, 127.9, 129.8, 134.2, 148.5, 154.4, 161.6, 161.8, 165.4 
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4.2.6 Sinteza N-((1-akriloilpiperidinil)metil)-1H-indazol-3-
karboksamidov 
Reakcijski shemi: 
 
 
Sintezni postopek: 
103 mg 1H-indazol-3-karboksilne kisline (0,64 mmol = 1,2 ekv) smo raztopili v 7 mL DMF. 
V bučko smo dodali 132 mg EDC (0,69 mmol = 1,3 ekv), 105 mg HOBT (0,69 mmol = 1,3 
ekv) in 150 mg ustrezne spojine 13 ali 14 (0,53 mmol),  da se je vse raztopilo. Nato smo po 
kapljicah dodali 0,5 mL DIPEA in pustili, da sta reakciji potekali čez noč. Zjutraj smo 
odparili DMF. V bučki smo dodali 40 mL CH2Cl2 in v obeh primerih ekstrahirali s citronsko 
kislino (30 mL). Organsko fazo smo spirali še z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL), 
nasičeno raztopino NaCl (30 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4 in nato odparili CH2Cl2. 
Produkt smo na koncu očistili s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili 
etilacetat. 
Lastnosti spojine 19: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-1H-indazol-3-karboksamid 
Molekulska masa: 312,37 g/mol 
37 
 
Molekulska formula: C17H20N4O2 
Izgled: rjav oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 65 mg, 𝜇 = 39 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,2; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, DMSO): δ= 1.24-1.36 (m, 2H, CH2), 1.68-1.81 (m, 3H, CH, CH2), 
2.56 (m, 1H, CH2), 2.81-2.98 (m, 1H, CH2), 3.05-3.24 (m, 2H, CH2), 3.88 (m, 1H, CH2), 
4.10-4.33 (m, 1H, CH2), 5.62 (m, 1H, CH2), 6.05 (m, 1H, CH2), 6.69-6.82 (m, 1H, CH), 7.23 
(m, 1H, Ar-H),  7.40 (m, 1H, Ar-H), 7.61 (m, 1H, Ar-H), 8.17 (m, 1H, Ar-H), 8.50 (m, 1H, 
NH), 13.60 (s, 1H, NH) ppm 
IR (cm-1): 3182, 2933, 2859, 1639, 1598, 1582, 1537, 1502, 1440, 1373, 1348, 1230, 1195, 
1149, 1131, 1059, 1004, 972, 910, 854, 789, 775, 726, 643, 578, 510 
HRMS (ESI+): m/z za C17H20N4O2 ([M+H]
+): izračunano 313,1659 izmerjeno 313,1655 
13C NMR (400 MHz, DMSO): 25.7, 28.7, 36.9, 37.5, 41.9, 46.1, 111.1, 122.0, 122.4 (2×), 
126.9, 127.3, 129.1, 138.7, 141.6, 162.8, 164.6 
Lastnosti spojine 20: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-1H-indazol-3-karboksamid 
Molekulska masa: 312,37 g/mol 
Molekulska formula: C17H20N4O2 
Izgled: bel trden produkt 
Izkoristek reakcije: m = 47 mg, 𝜇 = 28 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc) = 0,15; ninhidrin 
Tt: 90-92°C 
1H NMR (400 MHz, DMSO): δ= 1.07 (m, 2H, CH2), 1.74 (m, 2H, CH2), 1.88 (m, 1H, CH), 
2.66 (m, 1H, CH2), 3.02 (m, 1H, CH2), 3.20 (m, 2H, CH2), 4.04 (m, 1H, CH2), 4.38 (m, 1H, 
CH2), 5.63 (m, 1H, CH2), 6.07 (m, 1H, CH2), 6.76-6.83 (m, 1H, CH), 7.23 (m, 1H, Ar-H), 
7.41 (m, 1H, Ar-H), 7.60 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.16 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.45 (t, 
1H, J = 6.4 Hz, NH), 13.54 (s, 1H, NH) ppm 
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IR (cm-1): 3246, 3078, 3028, 2915, 1640, 1593, 1571, 1539, 1500, 1462, 1440, 1361, 1316, 
1257, 1243, 1215, 1164, 1134, 1096, 1066, 1031, 1003, 959, 902, 860, 788, 775, 748, 665, 
632, 590, 572, 561, 544, 510 
HRMS (ESI+): m/z za C17H20N4O2 ([M+H]
+): izračunano 313,1659 izmerjeno 313,1656 
13C NMR (400 MHz, DMSO): 29.9, 31.0, 36.5, 41.8, 44.0, 45.5, 111.1, 121.9, 122.1, 122.4, 
126.9, 127.3, 129.1, 138.8, 141.6, 162.8, 164.6 
4.2.7 Sinteza N-((1-akriloilpiperidinil)metil)-4-hidroksi-7-
(trifluorometil)kinolin-3-karboksamidov 
Reakcijski shemi: 
 
 
Sintezni postopek: 
163 mg 4-hidroksi-7-(trifluorometil)kinolin-3-karboksilne kisline (0,64 mmol = 1,2 ekv) 
smo raztopili v 7 mL DMF. Dodali smo 132 mg EDC (0,69 mmol = 1,3 ekv), 105 mg HOBT 
(0,69 mmol = 1,3 ekv) in 150 mg ustrezne spojine 13 oziroma 14 (0,53 mmol), da se je vse 
raztopilo. Nato smo po kapljicah dodali 0,5 mL DIPEA in pustili, da sta reakciji potekali čez 
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noč. Zjutraj smo odparili DMF. V vsako bučko smo dodali 40 mL CH2Cl2 in ekstrahirali s 
citronsko kislino (30 mL). Organsko fazo smo spirali še z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 
mL), z raztopino NaCl (30 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4 in odparili CH2Cl2. Produkta 
smo nato očistili še s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili etilacetat, 
kateremu smo pozneje primešali metanol, da sta bila v razmerju 9:1. 
Lastnosti spojine 21: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-3-il)metil)-4-hidroksi-7-(trifluorometil)kinolin-3-karboksamid 
Molekulska masa: 407,39 g/mol 
Molekulska formula: C20H20F3N3O3 
Izgled: trden rumen produkt 
Izkoristek reakcije: m = 22 mg, 𝜇 = 10 % 
TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc:MeOH = 9:1) = 0,1; ninhidrin 
Tt: 92-94 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO): δ= 1.26-1.35 (m, 2H, CH2), 1.68-1.77 (m, 2H, CH2), 1.84 
(m, 1H, CH), 2.57(m, 1H, CH2), 2.84 (m, 1H, CH2), 2.98-3.03 (m, 1H, CH2), 3.25 (m, 1H, 
CH2), 3.91 (m, 1H, CH2), 4.13-4.34 (m, 1H, CH2), 5.63 (m, 1H, CH2), 6.08 (m, 1H, CH2), 
6.76-6.83 (m, 1H, CH), 7.78 (m, 1H, Ar-H), 8.09 (s, 1H, Ar-H), 8.46 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-
H), 8.89 (s, 1H, Ar-H), 9.95 (m, 1H, NH), 12.90 (s, 1H, OH) ppm 
IR (cm-1): 3411, 3233, 3077, 2932, 1650, 1567, 1532, 1476, 1444, 1368, 1318, 1256, 1191, 
1166, 1124, 1067, 977, 915, 891, 853, 795, 740, 655, 610, 579, 553, 505 
HRMS (ESI+): m/z za C20H20F3N3O3 ([M+H]
+): izračunano 408,1530 izmerjeno 408,1537 
Lastnosti spojine 22: 
Ime: N-((1-akriloilpiperidin-4-il)metil)-4-hidroksi-7-(trifluorometil)kinolin-3-karboksamid 
Molekulska masa: 407,39 g/mol 
Molekulska formula: C20H20F3N3O3 
Izgled: transparenten oljast produkt 
Izkoristek reakcije: m = 10 mg, 𝜇 = 5 % 
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TLC; oroševalni reagent: Rf (EtOAc:MeOH = 9:1) = 0,26; ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.32 (m, 2H, CH2), 1.90-1.95 (m, 3H, CH, CH2), 2.70 (m, 
1H, CH2), 3.12 (m, 1H, CH2), 3.45 (m, 2H, CH2), 4.05 (m, 1H, CH2), 4.69 (m, 1H, CH2), 
5.71 (m, 1H, CH2), 6.24 (m, 1H, CH2), 6.62 (m, 1H, CH), 7.65 (m, 1H, Ar-H), 7.96 (s, 1H, 
Ar-H), 8.55 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.87 (m, 1H, Ar-H), 10.32 (m, 1H, J = 6.0 Hz, NH), 
12.44 (s, 1H, OH) ppm 
IR (cm-1):  
HRMS (ESI-): m/z za C20H20F3N3O3 ([M-H]
+): izračunano 406,1384 izmerjeno 406,1387 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): 29.6, 30.6, 36.7, 42.3, 44.4, 46.0, 112.4, 116.5, 121.1, 121.2, 
127.7, 128.0, 128.7, 134.1, 134.3, 138.9, 144.3, 165.6, 165.9, 176.8 
5 RAZPRAVA 
5.1 BAZIČNA HIDROLIZA ESTRA 
Z bazično hidrolizo estra smo sintetizirali le spojino 1. Kot izhodno spojino smo uporabili 
etil 2-morfolinotiazol-4-karboksilat. To spojino smo raztopili in ji dodali 2M vodno 
raztopino NaOH. V tej stopnji reakcije je produkt nastal v obliki karboksilatnega aniona 
(slika 10). Ker smo želeli dobiti produkt v obliki karboksilne kisline, smo morali reakcijski 
zmesi dodati še 1M HCl, ki je protonirala karboksilatni ion. HCl smo dodajali, dokler nismo 
dosegli nevtralne pH vrednosti, ker bi sicer lahko protonirali dušik na morfolinu.  
 
Slika 10: Shematski prikaz bazične hidrolize estra. Povzeto iz zapiskov iz 2.letnika. 
Sledila je izolacija z metodo ekstrakcije. Sklepali smo, da je produkt zaradi velike polarnosti 
ostal v vodni fazi. Vodno in organsko fazo smo ločili z lijem ločnikom in pod znižanim 
tlakom odparili vodo iz vodne faze. V bučki je ostalo še nekaj vode, NaCl in produkt 
reakcije. Dodali smo EtOH in nekaj kapljic MeOH. Predvidevali smo, da je produkt topen v 
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EtOH in hkrati vedeli, da NaCl ni, zato smo bučko stresali in odfiltrirali oborino, za katero 
smo predvidevali, da je NaCl. Matičnico smo prenesli v bučko in pod znižanim tlakom 
odparili EtOH in MeOH. V bučki je ostal produkt. Izkoristek te reakcije je bil zelo velik, in 
sicer blizu 200 %. To smo si razlagali kot posledico še vedno prisotnega NaCl, lahko tudi 
zaostanek vode. Zato smo pričakovali, da bodo izkoristki v naslednjih stopnjah precej slabši. 
5.2 SINTEZA AMIDA PREKO AKTIVIRANEGA ESTRA  
Spojino 1 smo uspešno pripravili iz estra v prejšnji stopnji, reagenta pri sintezi spojin 3 in 4 
pa smo že imeli v obliki karboksilnih kislin. Te kisline smo raztopili v DMF. Karboksilna 
skupina je slabo reaktivna, saj OH fragment ni dovolj dobra izstopajoča skupina, posledično 
ogljik ni dovolj elektrofilen, zato smo morali najprej aktivirati COOH za reakcijo z 
nukleofilno aminsko skupino. To smo storili s pomočjo aktivatorjev EDC in HOBT. Delujeta 
preko sinteze intermediata aktiviranega estra (slika 11). Po aktivaciji karboksilne skupine 
smo v reakcijsko zmes dodali terc-butil (piperidin-4-ilmetil)karbamat in mešali, da se je vse 
raztopilo. Nato smo dodali bazo diizopropiletilamin (DIPEA). Namen tega je bil, da tvorimo 
sol na karboksilni skupini in preprečimo protoniranje bazičnih reagentov. Ker je DIPEA 
šibek nukleofil, ne tekmuje z aminom. Reakcijo smo izvajali čez noč pri sobnih pogojih.  
 
Slika 11: Shema sklopitvene reakcije med karboksilno kislino in aminom s pomočjo EDC in HOBT. Prirejeno po (22). 
Zjutraj smo produkt izolirali z ekstrakcijo. Najprej smo odparili DMF in nato vsebino bučke 
raztopili v CH2Cl2. Dodali smo vodo, stresali in nato organsko in vodno fazo ločili. Zaradi 
strukturnih značilnosti produkta smo sklepali, da je v organski fazi, kar smo tudi potrdili s 
testom na TLC ploščici. Organsko fazo smo spirali z 1M raztopino NaOH, da je šel v vodno 
fazo morebiten ostanek izhodne kisline. S kislino nismo spirali, saj imajo vsi trije produkti 
2, 3 in 4 bazični center, ki bi se s citronsko kislino protoniral. Na koncu smo organsko fazo 
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sušili s spiranjem z nasičeno raztopino NaCl in z dodatkom sušilnega sredstva Na2SO4. Vse 
tri produkte smo očistili s kolonsko kromatografijo, kot mobilno fazo smo uporabili 
etilacetat. 
Po pričakovanjih je bil izkoristek reakcije pri sintezi spojine 2 precej slab (34 %), izkoristka 
ostalih dveh reakcij pa sta bila zadovoljiva. 
Pri sintezi spojin 15-22 je bil mehanizem in potek reakcij enak. Najprej smo raztopili kisline 
ter dodali EDC, HOBT in spojino 13 oz. 14. Tukaj je bila baza DIPEA potrebna tudi zato, 
da smo iz soli, ki je nastala pri odstranjevanju Boc (spojini 13 in 14), dobili prosto NH2 
skupino, ki je bila potrebna za nastanek amida.  
Izolacije produktov z ekstrakcijo so potekale različno, odvisno glede na strukturo produkta. 
Spojini 15 in 16 smo izolirali z ekstrakcijo na enak način kot 2, 3 in 4. Pri spojini 15 na 
koncu nismo uporabili  kolonske kromatografije, saj je produkt ob dodatku etilacetata 
kristaliziral. Spojino 16 pa smo čistili s kolonsko kromatografijo in sicer z etilacetatom kot 
mobilno fazo. Ker smo opazili, da naša spojina v etilacetatu ne potuje, smo ga uporabljali le 
toliko časa, da smo se znebili nečistot. Nato pa smo mobilno fazo zamenjali z zmesjo 
etilacetata in metanola v razmerju 9:1.  
Spojine 17 - 22 smo po dodatku CH2Cl2 in ločitvi faz najprej spirali s citronsko kislino in iz 
organske faze odstranili spojine z bazičnimi centri. Tokrat je bil ta korak varen, saj produkti 
nimajo bazičnega centra. Nato smo z bazo odstranili spojine s kislimi centri. V teh primerih 
smo uporabili nasičeno raztopino NaHCO3. Kot zadnji korak smo znova uporabili sušenje z 
nasičeno raztopino NaCl in z Na2SO4. Sledilo je še čiščenje s kolonsko kromatografijo. 
Spojine 17, 18, 19 in 20 so v etilacetatu potovale, zato je bilo čisto topilo ustreza mobilna 
faza. Spojini 21 in 22 pa v etilacetatu nista potovali, zato smo uporabili enak pristop, kot pri 
čiščenju spojine 16. Čisti etilacetat smo uporabljali le toliko časa, da smo se znebili nečistot. 
Nato pa smo mobilno fazo zamenjali za zmes etilacetata in metanola v razmerju 9:1, da je 
ven iz kolone pripotovala še spojina 21 oz. 22. 
Večina reagentov je bila slabo topnih, zato smo kot medij uporabljali DMF. Slabost tega 
topila je, da ima zelo nizek parni tlak, zato je bil čas uparevanja bistveno daljši. V nekaj 
primerih se nam je tudi zgodilo, da DMF nismo uspeli popolnoma odpariti, kar smo opazili 
kot značilne singletne signale v NMR spektrih. 
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Pri uporabi DIPEA smo morali biti zelo previdni in natančni, delo s to bazo je potekalo 
strogo v digestoriju. DIPEA je vnetljiva, jedka, strupena in dražljiva spojina. Ima zelo močan 
in neprijeten vonj, nevarna je za vdihovanje, saj lahko povzroča poškodbe dihalnih poti (23). 
5.3 ODSTRANJEVANJE BOC ZAŠČITNE SKUPINE Z 
ACIDOLIZO 
Spojinam 2, 3, 4, 11 in 12 smo želeli odstraniti zaščitno skupino t-butil karbamat. Boc-
zaščitno skupino selektivno odstranjujemo s pomočjo acidolize. Kot kislino smo uporabili 
trifluorocetno kislino. Produkt je nastal v obliki soli te kisline. 
 
Slika 12: Shematski prikaz acidolize s trifluorocetno kislino. Prirejeno po (24). 
Spojine, ki smo jim želeli odstraniti zaščitno skupino, smo raztopili v CH2Cl2 in nato v 
digestoriju dodali trifluorocetno kislino. Kislina je jedka in ima zaradi svoje hlapnosti zelo 
močan in neprijeten vonj, zato smo bili pri delu z njo zelo previdni in tudi hitri. Reakcija je 
potekala pri sobni temperaturi dve uri. Nato smo pri znižanem tlaku odparili topilo in kislino. 
Zaradi še vedno prisotnega močnega vonja smo vedeli, da trifluorocetne kisline nismo 
popolnoma odstranili, zato smo preostanek prelili z dietiletrom. Trifluorocetna kislina je 
namreč dobro topna v organskih topilih, zlasti v dietiletru. Predvidevali smo, da se bo 
ostanek trifluorocetne kisline raztopil, naš produkt pa izpadel v obliki soli. V bučko smo 
dodali dietileter, nekaj časa mešali in nato pokrito s parafilmom pustili v hladilniku čez noč. 
Pri vseh reakcijah se je tvorila oborina, za katero smo sklepali, da je naš produkt. Zato smo 
tekočino odlili, ter oborino znova spirali z dietiletrom. To smo nato le nekaj časa mešali in 
tekočino znova odlili, ter na koncu še dobro odparili.  
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Kot pričakovano je večina spojin nastala v obliki trdnih produktov. Izjema je bila spojina 7, 
ki je bila v obliki rumenega oljastega produkta. Tudi izkoristek te sinteze je bil precej slabši 
kot v ostalih primerih.  
5.4 PRIPENJANJE AKRILOILNE SKUPINE Z 
NUKLEOFILNO SUBSTITUCIJO 
Pripenjanje akriloil klorida poteka po metodi N-aciliranja. To metodo uporabljamo za 
sintezo amidov iz karboksilnih kislin oz. njihovih derivatov. Akriloil klorid je kislinski 
klorid, ki je zelo reaktiven in močan elektrofil, saj je Cl- zelo dobra izstopajoča skupina. 
Reakcija N-aciliranja poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije z nastankom 
nestabilnega tetraedričnega intermediata (slika 13). Zaradi HCl kot stranskega produkta pa 
dodamo tudi bazo za nevtralizacijo.  
 
Slika 13: Reakcija nukleofilne substitucije v primeru derivata karboksilne kisline. Povzeto po zapiskih iz vaj. 
Na spojine 5, 6 in 7 smo želeli pripeti akriloil klorid. Najprej smo zatehtali ustrezno količino 
teh spojin, jim dodali DIPEA in vse skupaj raztopili v CH2Cl2. DIPEA je baza, ki smo jo 
dodali, da smo iz soli, ki je nastala v prejšnji stopnji pri odstranjevanju Boc, dobili prosto 
NH2 skupino. Ta prosta skupina je nato kot nukleofil reagirala z akriloil kloridom. Bučko 
smo prepihali z argonom, da smo zagotovili inertne pogoje. S tem smo preprečili dostop 
zraka in vode v sistem, vlaga bi namreč lahko povzročila hidrolizo kislinskega klorida, zato 
so bili pomembni strogo brezvodni pogoji. Prav tako je DIPEA služila tudi za nevtralizacijo 
HCl, ki je nastajal kot stranski produkt reakcije. 
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Slika 14: Shematski prikaz pretvorbe kislinskega klorida v amid. Prirejeno po (25). 
Pri izolaciji in čiščenju spojin je bilo tukaj nekoliko več eksperimentiranja. Pri spojini 9 smo 
se najprej lotili izolacije z ekstrakcijo. Spojina je bila že raztopljena v CH2Cl2, to fazo smo 
spirali s citronsko kislino. S citronsko kislino smo se želeli znebiti baz, in sicer DIPEA in 
izhodne spojine, ki se je v raztopini nahajala v obliki baze. Fazi smo ločili. Po testu s TLC 
ploščico smo ugotovili, da nam je šel v vodno fazo tudi del produkta, saj je piridin tudi rahlo 
bazičen. Zato smo v vodno fazo dodajali trden NaOH v obliki zrnc in spremljali pH 
raztopine. Želeli smo doseči rahlo bazično vrednost pH, kjer bi bil produkt najslabše topen 
v vodi. S TLC smo potrdili, da je produkt v celoti prešel v organsko fazo. To organsko fazo 
smo združili s prvotno organsko fazo in nato združeni fazi spirali z nasičeno raztopino 
NaHCO3. Na koncu smo OF še sušili z nasičeno raztopino NaCl in Na2SO4. Surovi produkt 
smo morali še dodatno očistiti s kolonsko kromatografijo, saj so bile na TLC ploščici še 
vedno vidne prisotnosti nečistot. Kot mobilno fazo smo uporabili zmes diklorometana in 
metanola v razmerju 9:1. 
Pri spojinah 8 in 10 smo ubrali drugačen pristop. Najprej smo opravili čiščenje s kolonsko 
kromatografijo, mobilna faza je bila tudi tukaj zmes diklorometana in metanola v razmerju 
9:1. Po čiščenju smo v bučki še vedno zaznali močan vonj po DIPEA, zato smo opravili še 
ekstrakcijo. V bučko smo dodali CH2Cl2 in spirali s citronsko kislino. S TLC ploščico smo 
potrdili, da se produkt tudi po ločitvi faz še vedno večinoma nahaja v organski fazi. V vodno 
fazo je šla zanemarljivo majhna količina produkta, zato smo se odločili, da bi bilo 
nesmiselno ponavljati ekstrakcijo te faze. Organsko fazo smo le še sušili z Na2SO4 in odparili 
topilo. Če primerjam izkoristke reakcij, je izkoristek v primeru sinteze spojine 9 precej nižji 
kot pri sintezi spojin 8 in 10. To lahko pripišemo velikim izgubam pri izolaciji z dvojno 
ekstrakcijo.  
Po metodi N-aciliranja smo pripravili tudi spojini 11 in 12. DIPEA je bila v teh dveh 
reakcijah namenjena zgolj zagotavljanju bazičnih pogojev. Celoten potek reakcije je bil enak 
kot pri sintezi spojin 8 - 10. Razlika je bila le v tem, da pri sintezi spojin 11 in 12 nismo 
delali v inertni atmosferi. Izkoristki pa niso bili nič slabši, temveč so bili celo boljši.  
Izolacija spojin 11 in 12 je bila precej enostavnejša. Obe spojini sta bili raztopljeni v CH2Cl2, 
to smo najprej spirali s citronsko kislino, da smo se znebili bazičnih spojin, nato smo 
organsko fazo spirali še z nasičeno raztopino NaHCO3. Naš produkt je vedno ostal v organski 
fazi. Organsko fazo smo nato še posušili z nasičeno raztopino NaCl in Na2SO4. TLC ploščica 
je pokazala, da sta produkta dovolj čista in ju ni treba dodatno čistiti s kolonsko 
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kromatografijo. Izkoristka pri teh dveh sintezah sta bila precej boljša, to pa si razložimo z 
dvema dejstvoma. Naš produkt nima nobenega bazičnega centra, zato pri ekstrakciji s 
citronsko kislino ni prešel v vodno fazo. Prav tako je bil proces izolacije in čiščenja krajši, 
saj nam ni bilo treba opraviti kolonske kromatografije, zato ni bilo dodatnih izgub s tem 
korakom.  
Tako kot pri delu z DIPEA, smo tudi pri delu z akriloil kloridom morali ravnati zelo previdno 
in izključno v digestoriju. To spojina je vnetljiva, jedka, strupena in dražeča. Ima zelo močan 
in neprijeten vonj in pri obsežnejšem vdihavanju povzroča hude akutne poškodbe dihal. Ob 
stiku s kožo lahko povzroča opekline.  
5.5 BIOKEMIJSKO VREDNOTENJE POTENCIALNIH 
ZAVIRALCEV IMUNOPROTEASOMA 
Sintetizirane spojine so bile kot končni del raziskovalne naloge biokemijsko ovrednotene na 
Katedri za farmacevtsko biokemijo na Fakulteti za farmacijo. Testiranja so opravili kolegi 
na katedri, sama pri tem nisem bila prisotna.  
S testiranjem smo želeli ugotoviti, ali naše spojine zavirajo β5i-podenoto imunoproteasoma. 
Rezultati so podani kot rezidualna aktivnost (RA). Le-ta je definirana kot razmerje med 
aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca in aktivnostjo encima, ko ni v stiku z zaviralcem. 
Če je RA encima 0 %, to pomeni, da zaviralec popolnoma zavira encim, saj je le-ta 
neaktiven. Če pa je RA encima 100 %, pa spojina encima ne zavira, saj je ta tudi po dodatku 
potencialnega zaviralca še vedno aktiven. Iz vrednosti RA lahko tako sklepamo na jakost in 
tudi na selektivnost zaviralca. Nižja kot je rezidualna aktivnost, višja je jakost zaviranja. Če 
ugotovimo dokaj dobro zaviranje željene podenote imunoproteasoma (RA pod 50 %), 
zaviranje preverimo tudi na ostalih podenotah. Signifikantno razlikovanje med vrednostmi 
RA nam nakazuje na selektivnost zaviralca, če pa so si vrednosti blizu skupaj, je to znak, da 
zaviralec ni selektiven.  
Določanje rezidualne aktivnosti je potekalo pri koncentraciji zaviralcev 100 µM v testnem 
pufru s fiziološko pH vrednostjo. Tej raztopini zaviralcev smo dodali človeški 
imunoproteasom v koncentraciji 0,2 nm ter inkubirali 30 min pri 37°C. Kot substrat smo 
uporabili specifičen substrat, namenjen vrednotenju delovanja proteaz s kimotripsinu 
podobnim delovanjem, in sicer Suc-LLVY-AMC v koncentraciji 25 µM. To je peptid, 
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označen s fluorogenim fragmentom, ki se sprosti iz molekule peptida ob proteolitični 
razgradnji substrata (26). S pomočjo merjenja fluorescence razgradnih produktov substrata 
smo določali aktivnost encima. Ker so bile vse RA visoke in nobena ni bila nižja od 50 %, 
se dodatnih meritev in testiranj nismo lotili. Rezultati so podani kot rezidualna aktivnost pri 
koncentraciji potencialnega zaviralca 100 µM, podana je v odstotkih (Tabela 1).  
Tabela 1: Prikaz sintetiziranih spojin in rezidualnih aktivnosti encima ob dodatku teh spojin. 
SPOJINA RA [%] 
pri 100 µM 
SPOJINA RA [%] 
pri 100 µM 
 
 
99 ± 14 
 
 
75 ± 14 
 
 
 
100 ± 9 
 
 
55 ± 2 
 
 
 
83 ± 11 
 
 
 
100 ± 1 
 
 
83 ± 11 
 
 
97 ± 13 
 
 
 
108 ± 9 
 
 
 
102 ± 9 
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94 ± 5 
  
 
Naš namen je bil izboljšanje jakosti delovanja in selektivnosti spojin, kar pa nam ni uspelo. 
Skoraj vse spojine, z izjemo spojin 18 in 19, so imele rezidualno aktivnost encima okoli 100 
%, kar pomeni, da so bile popolnoma neaktivne. Tudi spojini 18 in 19 sta imeli rezidualno 
aktivnost previsoko, da bi jo lahko imeli za obetavno. Druga točka našega namena pa je bila 
izboljšanje fizikalnih lastnosti, predvsem vodotopnosti, kar nam je uspelo. Same 
vodotopnosti z meritvami nismo vrednotili, smo pa jo določali primerjalno. Kot že omenjeno 
v poglavju 2, je načrt dela za naše sinteze izhajal iz predhodno pripravljenih spojin na 
Fakulteti za farmacijo. Te predhodno pripravljene spojine so kazale slabe vodotopnostne 
lastnosti. Za uspešno testiranje spojin si želimo dobro topnost pri koncentraciji približno 100 
µM. Če pri tej koncentraciji topnost ni dosežena, se spojine začnejo obarjati in biokemijskih 
faktorjev se ne da natančno izmeriti. Omenjene predhodno pripravljene spojine so se obarjale 
že pri koncentraciji 10 µM, medtem ko so naše sintetizirane spojine dosegle koncentracijo 
100 µM in pri tej koncentraciji tudi ostale raztopljene tekom testiranja. Zato lahko z 
gotovostjo trdimo, da nam je uspelo izboljšati topnost spojin v vodi in s tem olajšati 
testiranja. 
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6 SKLEP 
Namen magistrske naloge je bil sintetizirati peptidomimetične selektivne zaviralce 
kimotripsinu podobne enote imunoproteasoma. Zaviralci, ki delujejo selektivno, imajo 
veliko ugodnejši profil delovanja in manj neželenih učinkov.  
Vse sinteze smo izvedli v treh oz. štirih stopnjah, to je bilo odvisno od uporabljenega 
izhodnega reagenta. V prvem sklopu reakcij – sintezi piperidin(metil)akrilamidnih spojin 
smo preko sinteze amida, acidolize in N-aciliranja prišli do končnih spojin. V drugem sklopu 
reakcij, ko smo sintetizirali akriloilpiperidinske derivate, pa je bilo N-aciliranje prva stopnja, 
ki ji je sledila acidoliza in nato še sinteza amida. Reakcije so potekale brez večjih težav, tudi 
izkoristki so bili zadovoljivi glede na veliko število stopenj čiščenja in izolacije spojin. Tako 
smo uspešno sintetizirali enajst spojin, v katerih so različni heteroarilni obroči preko amidne 
vezi povezani s piperidinom. Spojine naj bi zaradi zamenjave bifenilnega dela molekule 
imele boljšo vodotopnost in tudi večjo jakost ter selektivnost delovanja. Izboljšanje 
vodotopnosti nam je uspelo, izboljšanje jakosti in selektivnosti pa je bilo žal neuspešno.  
Vsem sintetiziranim spojinam smo na Fakulteti za farmacijo testirali rezidualno aktivnost 
pri 100 µM na β5i-podenoti. Iz rezultatov testiranj sklepamo, da nobena od sintetiziranih 
spojin ni zavirala omenjene podenote imunoproteasoma. Glede na to, da so reakcije tekle 
gladko in da smo brez težav sintetizirali vse željene spojine, smo bili ob rezultatih razočarani. 
Glede na številne uspešno sintetizirane zaviralce, ki so opisani v literaturi (5) in tudi na 
nekatere uspešne sinteze, ki so potekale sočasno v laboratoriju, bi bilo smiselno v isti smeri 
nadaljevati naprej. Predvsem bi se bilo najbolj smiselno posvetiti optimizaciji spojin 18 in 
19.   
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